ТОКСИКОЛОГИЧЕСКАЯ 
ХИМИЯ 


МЕТАБОЛИЗМ И АНАЛИЗ 
ТОКСИКАНТОВ 


Под редакцией проф. 
Н.И. Калетиной 


Учебное пособие 
для вузов 


=== ~ 


соо, 


СОДЕРЖАНИЕ 


Прелисловне................. О аа не р ИСТИНЕ 7 
Введенне п ое лантан ња Е СТ НЯ ИР 9 


Глава 1. Система государственного контроля. организапионно-правовос обеспечение 
в сфере обращения средств мсяипинского применения. клинико-токсикологического 


анализа и судебно-химической эксперкизы.............. ааа а ег вены Р 15 
1.1. Роль Федеральной службы но палзору в сфере здравоохранения и соипального 
развития (Росздравналзора). Правовые и организационные аспекты .................... 17 
1.2. Организация эксисртизы средств мелицинского применения. а.а... оа. 209 


1.3. Организация службы ниформации о побочных рсакииях лекарственных срелств 
в РФ от фирм произволителей. лечебио-профилактических учрежлений и пациентов....... 26 


1.4. Стандартизация методов оценки побочных реакций аскарственных средств................ и 
1.5. Правовое регулирование и регламситирующиие локументы в области клинико- 
токсикологического анализа и службы сулебио-химической экспертизы............. а. ВЕ 
Глава 2. Классификапия токсичных агентов н вилы токсического действия ..................... и: 
2.1. Некогорые понятия, определения, термины, использусмые в токсикологии ................ 43 
2.2. Что понимать пол зависимостью «структура токсичность»? ............... ае А 47 
2.3. Тины классификаций токсичных агентов.................а ааа ДМХ А АЗК) 
2.4. Виды токсичности .......... А Е РОН Е ВС ЧЕб 
2.4.1. Понятие о биологических маркерах. : 
24 0. гепатегокеичноре...... бы е аа ео О 
2.4.3. Гематотокеичиость.........« ае Н ине ЫЙЫ. 70 
2.4.4. Нсфротоксичность... кз: Я Е 
2.4.5. Дерматотоксичность............... Т: АЗИ Зеу ме: лэ: 85 
2.5. Понятие о способах детоксикации .............. оа. НН. НИ 793 
Глава 3. Некоторые аспекты молекулярной токсикологии: от генома к мстаболому ........... „101 


3.1. Молекулярные мишени - реценторные комилсксы. Классификання реценторов 
токсичности. Рецепторы, формирующие нонные каналы. Рецепторы. связанные 


с С-протсинами. Реиситоры с тирозинкиназной активностью ......... ены Е 101 
3.2. Механизмы токсического действия и межклеточной коммуникацни. Токспканты и 
регуляция апоптоза................-- е РОИ И И а ..... 09 
3.3. Взаимосвязь межлу токсикологией и геномикой.- г, снный полиморфизм. 
Мегабодомика иетаООНО КВ .... ера анода а. 1а. зиаьар оаа Асала загада вала 131 
Глава 4. Метаболизм токсикантов или хемобиокинетика? ............... аана анл анна наан 148 
4.1. Токсикокинетическис характеристики .............. аа Я ИС 149 
4.2. Абсорбция (рсзорбиня) и распределение токсикантов ............ Ооо 160 
Ча БИОТраЙЕОриинят... В.а а а Е 177 
4.4. Выделение токсикантов из организма............... а... аА 191 
4.5. Вторичный мстаболизм............... ЫҢ исы КЕ а Юрт 197 


Мно . Метолология химико-токсикологического анализа _........... а... ааа ааа ДОЮ 
м. Основные направления. пели и залачи химико-токсикологического анализа... 2: 00 
$2. Взаимосвязь между этапами анализа (отбор пробы. ес подготовка к : анализу. 


выбор методов анализа) и интерпретацией результатов исследования ................... а 203 
5.3. Взаимосвязь межлу содержанием токсиканта в анализируемом объекте 

и интерпретацией результатов исслеловзниия........... ааа аня ое 
5.4. Взаимосвязь межлу способами нробонойготовки биообъекта | и ;иитерпреташий 
результатов анализа. Способы изолирования........ шеи тии стоите пинает 222 


5.5. Особенности химико-гоксикологического анализа при лизгностике е острых 
отравлений ........ ел ты иж ау. В НИЕ 


Содержание 5 


5.6. Особенности химико-токсикологического анализи при опрелелении наркотиков...... 242 
5.7. Особенности интернретацин результатов химико-токсикологического анализа ......... 250 
5.8. Обеспечение качества и наллежашая лабораторная практика (принципы СЕР 

в современной лаборатории). Виеарение системы валидации и квалификации 


в лаборатории........... О И ЗАРРАЕ Ча И н И 253 
Глава 6. Методы опрецеления токсикантов в биосредах......--. лье, о ее 263 
6.1. Рекомсилации Международного союза теоретической и приклалной 
химии (ИЮПАК) .............. ОЕ ВИ СЫ асаа: 3. ХО, АВИ СМ 264 
6.2. Иммунохимичсскис методы определения ТОКСИКаИТОВ....... „ини ааа ане 280 
6.2.1. Классификания и сущность иммунохимических метолов.... ....280 
6.2.2. Приннины ноляризациовного флюороиммуноанализа ......... Е В Е. 289 
6.2.3. Иммунохимичсские метолы определения наркотиков и лекарсте....... с ИЗ, 303 
6.2.4. Иммупохимичсские методы определения пестицидов. гормонов. токсинов........ 315 
6.2.5. Иммунохимические метолы опрелсления металлов и металлосодержащих 
Вешсств ............-. ЕСТИ. с. РУС И И о 2321 
3. Хроматографическис методы онределепия токсикантов ..............-лшельннь а 325 
6.3.1. Классификаиня. термины и определения .......... а И, Зе. 325 
6.3.2. Хроматография в тонком слое сорбапа ‚339 
6.3.3. Газовая хроматоғрафия............... ОАО еее Ол РУНИК АТОС ОНУ РНИИ 355 
6.3.4. Высокоэффективная жилкостная хроматография... .....381 
6:3:5..Капияриый эиектрофорая .........---:.. 1... „анаан... Нео т оиььты: 393 
6.3.6. Хроматографические метолы с масс-спектральным детектированием.................: 406 
6.4. Оптические метолы опрелеления токсикантов.. 


6.4.2. Молекуляриая спектрометрия ................. ешьте иене ами а ааа 
6.4.2.1. Снектрометрия в видимой и УФ-области спектра ..... , 
6.4.2.2. Спектрометрия в ИК-области спектра, Раман- -спектрометрия. ИК- -Фурьс- 
спектрометрия. НПВО, МНПВО мстоды ...................а аа. БАРАРА РАСЕ 455 

6.4.3. Атомная сисктромстрия и ядерные мегоды в элсмептиом анализе токсикантов. 

Применсиие комбинированных систем — ВЭЖХ-ИСП-МС. ГЖХ-ИСП-МС, 

КЭ-ИСП-МС и гамма-резонансной сисктрометрии в биомгдипинских 


МАНОТЕНОЛ ОИ И е аа ао еее: оз аа ОЕА Е, РИ: 486 

6.4.4. Спектрометрия ялсрного магнитного резонанса. Применснис комбинированных 

систсм ВЭЖХ-ЯМРи ВЭЖХ-ЯМР-МС в мстаболомике и метабономикс.....--_. ели 509 
6.5. Электрохимичсские метолы онрсолеления токсикаитов.....-... ааа НИЯ 22:04908 


Глава 7. Метаболизм и опрелсление наркотических средств. психотропных 


н сильподействуюних вешеств в биосубстратах человека........... а его. РОК * ...540 
7.1. Наркотнчсская и лекарственизя заВиСиИмосТЬ..........-..... елена лишении .... 40 
7.2. Нейробиологические основы наркотической н лекарственной зависимости............... 547 
7.3. Основные группы паркотических средсгв. исихотронных и сильнодействующих 
СО РАО ЛЕ ОА Ва о те 555 

7.3.1. Опиаты и опиоиды .................---а1.. НА Е САВЫ Е, уыт РАТА 936 
ЗО Ко. 571 
7.3.3. Фенилалкиламины...... а.а А ОСОНИИ 579 
А КОЙЫН ИЕ И рес а БУТ ее, т 586 
7.3.5. Гаялюпиногены: ЛСД, пеилонин (псилоцибин). фенциклидин (РСРУ 26 ...296 
7.3.6: Другие контролируемые: венества: и... паллага. лаал айана адаа: 609 
7.3.7. Барбитураты ................ за А ЛЫТ. 0 ЛМЕ А АКТ . 614 
7.3.8. Производные 1.4-бензолиазенина........ о а Е о ини Е .. 634 
7.3.9. Нейролептические средства .............. м: пес Иена ее Чая 665 


7.3.10. Тимоленгики и тимерстики (антидепрессанты) 


6 Содержание 


Глава 8. Метаболизм и онрепеление токсикииов различных химических груни 


в биосубстратах челонека................ ааа. 

8.1. Экспертиза алкогольного опьянения... 

8.2. Спирты. Альлсгиды. Кстоны. Ую ясколоролы. Галогенонроизводные уг хеводородон а? 722 

8.3. Яловитые тазы................. А И А 753 
о: |. Оксижугларола (кола а А а орла а ан ЩЕ: .. 753 
8.3.2. Сероводород. оксиды азола................. АЕ 5 
8.3.3. Цианистый водород и цианиды ................. о И ЕРИ и ии 

8.4. Пестициды......... линии ЕН а: о емо В 767 
8.4.1. Классификация псстицилов. . 767 
8.4.2. Физико-химические свойства. метаболизм. токсичиность.................--.. Т НИ 770 
8.4.3. Методы определения... рее и а К. г: 

8.5. Токсичные и эссенциальные элементы ............ а.а. о зан № Б 
8.5.1. Главные факторы токсичности металлов. их биологические минни. 
Металло-лигадный гомсостаз........... ааа 
8.5.2. Выбор биообъектов для элементного анализа 
8.5.3. Химико-токсикологические характеристики элементов.................. ааа. #29 
8.5.4. Аналигическая диагностика профессиональных и экологически зависимых 
заболеваний. вызванных действием металлов и металлосодержаших соединсний........ $58 

$.6. Кислоты. основания, анионы сояеЙ......... шеи илистое анна 898 

Зато исто" сослинения оа ет ЕА СНМ КАНЫ. 907 

Яримеры еитуационных зала а: анла НН НЬ аован а АНЫ а ааа 912 

Глава 9. Допинговые средства : 
тава ТО ЭКогажсиИаИ 2 пло по и 
Глава 11. Биологическая опасность и биологический терроризм ........................«.. иначе 979 

ИС ИЕ аа ое И о е о ОЕ 979 

11.2. Ириродные токсины: источники. классификация. токсические 

и фармакологические эффекты. методы определения........... +... „а 982 


Список основных сокрашеннй..... 


ПРЕДИСЛОВИЕ 


Проблема химической безоиасности приобрела в вание время глобальное значение. Извсет- 
но. что общество способно успениию противостоять подобным угрозам. если есть возможность 
быстрой и надежной диагностики новых отравляющих вошеств. а также осуществлять мопи- 
торинг и нрофилактику состояния уже имсюшихся проблем. Осповпым фактором. определя- 
ющим темним и объемы токсикологических исслелований в мире. явчяется огромное количес- 
тво химических вешеств. сжеголио поступающих в обрищение. многообразие их структур и 
свойств. а также связанные с этим риски. 

В последние голы значительно возросли требования к возможностям учрежлений выпол- 
пять на современном уровне развития аналитической тсхники и метолологии больние объемы 
спепиализированных исслеловаций различных но своей природе веществ в рамках сулебно- 
химических. клинико-токсикологических, антилопинговых. экологических. криминалистичес- 
ких экспергиз. а также в области профпатологии. клинической фармакологии и др. При этом 
метолы обнаружения. идентификации и количественного определения токсикантов постоянно 
совершенствуются и успожияются. 

Несмотря на осушестваяемые в России многочисленные и во многом уникальные исслело- 
вания в дапных областях. публикации научных и методических работ в периодических излани- 
ях крайнс ограмичены. после 1975 г. не было выпущено ни одного отечественного фундамен- 
тального руководства для студентов по химико-токсикологическому анализу. 

Преллагаемая читателю книга лемонстрируст междисциплипарный полхол к решению 
многофакторных залач по определению токсикаитов в биообъсктах. Это коллективный трул 
сиепиалистов в различных областях биологии. химии и медицины применительно к цсли и 
залачам химико-токсиколоРического апализа. В книге рассмотрен широкий круг вонросов. 
включаюних организационные, правовые. метолологические и меголические аспекты химико- 
токсикологического анализа. па современиом научпо-теорстическом уровне изложен материал 
о методах провеления экспертизы наркотиков, лекарств, лопингов, природных токсинов. мак- 
ро- и микроэлемеитов, алкоголя. технических жидкостей. пестипилов. а также загрязиителей 
окружающей среды. 

Учебное пособне написано четко и логичио, хорошо иллюстрировано. содержит большой 
ниформационный и метолический материал. 

В первой части книги обсуждаются механизмы токсического лействия ксенобиотиков (мо- 
лекулярные мишени — репепторныс комплексы). метаболизм токсикаитов с учетом токсикоге- 
нетических факторов. биомаркеры. технологии метаболомики и мстабономики. вопросы био- 
бсзонасности. Привелены основные сведения о мегаболизме многих токсикантов в организме 
(резопбния из мест поступления. паспределение. выведение. биотрансформания). без знания 
которых становятся певозможными корректная интерпретация результатов. выбор наиболсе 
информативного биообъекта лля анализа. оцеика накопления токсикаита в организме и др. 

Большое внимание улелено методологии химико-юксикологического анализа. особен- 
ностям интерпретации его результатов. а также обеспечению качества анализа, надлежащей 
лабораторной практики (принциинам СЕР в современной лаборатории). внедрению системы 
валилации и квалификации в лаборатории. Полностью отражено современное состояние ана- 
литических исследований токсикаитов в биообъектах, представлены иовые и самые разиые 
способы пробоподготовки биологических образцов. методы определения токсикантов в био- 
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средах различными аналитическими системами (ГХ-МС. ВЭЖХ-МС-ЯМР. ВЭЖХ-ИСП-МС. 
ГХ-ИК-Фурье. ГРС. КЭ-МС-ИСП и др.). 

Вторая часть книги посвящена вопросам мегаболизма и методам опрелсления отдельных 
групп токсикаитов, в том числе наркотических средств, психотропных и сильнодейсавующих 
вешес1в. алкоголя. экотоксикантов. мсталлосодержащих соелиненнй. нриролных токсинов и 
лр. Дается развернутая химико-токсикологическая характеристика многих элементов. сосише- 
ния которых могут быть использова в качестве отравляющих венеств или вызывают токси- 
чсское действие при загрязнении окружаюшей среды. 

Впервые рассматривается прямененис химико-токсикологического анализа лля днагности- 
ки профессиональных и экологически зависимых заболеваний, освенаются вопросы химико- 
токсикологического анадиза допинговых средств. а также вешеств. которые могут быть исноль- 
зованы ири биологическом терроризме. Приведены мстолы анализа этих веществ. 

Студенты и заинтересованные читатели могут ироверить свои знания. решая привелеиные в 
книге ситуационные задачи, включаюшие наборы спектральных. хроматографических. других 
зналитических характеристик токснкаитов и тестовыс вопросы. 

Очень важно, что книга имесг электронное приложение, в котором представлены норматив- 
ные документы, ниформационные материалы, пекоторые электронные ресурсы. материалы по 
истории стаповления судебной химии в России, экспертные методики и примеры из экеперт- 
ной практики последних лег ряда профильных лабораторий г. Москвы, работающих в области 
сулебно- химического, судебно-мелицииского. антилопиитового. клинико-токсикологического 
и криминалистического анализа химических веществ, а также приведены сведения об имею- 
шемся в их распоряжении снециализированном оборудовании. 

Химико-токсикологические исследования в Российской Федерании имеют давние традиции — 
объективность. надежность и лостоверность. И в этой связи следует особо отметить высокий 
тсоретический уровснь книги. который булег способствовать улучшению качества научиых н 
экспертных исследований и экспертиз, проведенных согласно современной методологий хими- 
ко-токсикологического анализа. 

Книгу. безусловно, полезная и булет востребована не только студенлими. обучающимися 
но спениальности «Фармания». по в равной степени и слушателями факультетов послелин- 
ломного медицинского и фарманевтического образования, спепиализирующшмися в области 
судебно-мелипинской экспертной практики. экспертизы средств мелипинскоғо применения. 
аналитической диагностики токсикантюв. профиатологии. токсикояогической экологии и дру- 
гих смежных специальностей. 


Начальник Главного государственного центра 
сулебно-мелицинских н криминалистических экспертиз МО РФ 
главный сулебно-медицииский эксиерт МО РФ 

локтор мед. паук, профессор В.В. Колкутин 


Зап. Отделом химико-токсикалогических 

и судебно-химических научных н экспертных 

исследований ФГУ РИСМЭ Росздрава РР, 
доктор фарм. наук, профессор РУДИ Е.М. Соломатин 0, 


Секе 


ВВЕДЕНИЕ 


Нашим любимым учителям 
М.Д. Швайковой н Б.П. Степаненко 
носвяшастся 


В ХХ веке человек. наконец, начал осознавать. что его злоровье во многом определяется 
тем. что он ест. пьет. курит. вдыхасг или вводит виутрь. 

Ежегодно в мире синтезирустся около 10` новых органических соединений_ Постоянно ус- 
ложияются методы их обнаружения, илситификации н количественного определения. Перел 
здравоохриненнем России стоят важные залачи по профилактике и лечению заболеваний хи- 
мической этиологин. приобретающие приппиниальный характер в связи с тем, что из гола в 
год их причиной являются ис только известные. но и вновь синтезированныс или ввеленные 
в оборот вешества и их смеси. 

Без лостижений в области химии, которые постоянно находятся в сфере внимания каждого 
государства и всего мирового сообщества. нельзя ссбе нрелставить ни одну из сторон жизни 
современного человека, особенно касающихся медицины, сельского хозяйства. строительства. 
транспорга и т.д. В то же время постоянио расширяются списки и перечни вешеств. оборот 
которых ограничен или вообще запрещен. Примером этого являются нерсчни наркотиков, 
списки лонипгов, используемых в спорте, или списки галогтенсодержащих веществ. способных 
воздействовать на озоновый слой планеты. 

В результате паучио-технического прогресса в биосфере циркулируст все болыиее число 
различных чужеродных для человека и животных соединений, происходят существенные изме- 
нения в организме человека. составе и качестве пищи. глобальные изменения в окружающей 
среде. Эти изменения необходимо контролировать по миогочисленным парамсграм, что требу- 
ет постоянного совершенствования аналитических методов. Особую значимость приобретают 
токсикологические исследования лля установления степени влияния конкретного вещества 
или совокупности вещеста на состояние здоровья люлей. 

В современном российском обществе злоупотребление наркотическими средствами япляст- 
ся одним из наиболее актуальных вопросон медицины и социальной практики, Постоянный 
рост немедииниского нотребления наркотических средсгв. психотроғнгых, сизьнодействуюних 
и олурманивающих вешеств приводит к росту числа острых отравлений от перелозировки. не- 
ренко с летальным исходом. 

Перед спениалистами. работающими в области фармации. и в частности химико-токсико- 
логического апализа. стоит зачача экснрессного и в то жс время олнозначного опрелеления 
мирокого круга биологически активных соелинений в разных. нерелко карлинаяьно отли- 
чающихся друг от друга по своим свойствам и характеристикам объскгах (например. судеб- 
но-химическая экспертиза и диагностика профзаболеваиий. клинико-токсикологическое 
исслелование и экспертиза алкогольного или наркотического опьянения и др.}. Указаиная 
задача может решаться исключительно с привлечением нескольких современных метолов ис- 
следования. результаты которых взаимно лонолняют и уточняют друг друга. Применение та- 
ких аналитических систем. как газовая хроматография с масс-спектральным детектированием 
«ГХ-МС). высокоэффективная жилкостная хроматография с масс-спсктральиым летектирова- 
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нием (ВЭЖХ-МС) или в комплексе с ядерно-магнитным резонансом (ВЭЖХ-МС-ЯМР). газо- 
жилкостная хроматография — Фурье-спектромслрия в зинфракрасной области (ГЖХ-ИК-ФС). 
Раман--Фурьс-микроскония, инлуктивно-снязаниая нлазма — масс-сисктрометрия (ИСП-МС) 
и других. позволяет получать информанию о солержании ультрамикроколичеств токсикангов в 
миогокомпонентных биологических образнах (матрице). нричем нередко в режиме реального 
времени. Для иселеловаиия влияния токсикантоя. обладающих мутагеншими свойствами. ис- 
пользуют мегоды молекулярной биологии и медицины. 

В течение двух послелних десятилетий активно внедряются приициииально повые техноло- 
гии для исследования биообъектов. Например. высокопропускной скрининг (ЕПрћ-1ћгоцрри 
хсгеспіпр — НТУ) уже сейчас позволяег праволить тысячи анализов в лень, а технология мета- 
боломики и метабономики номогает установить биомаркеры ряла заболеваний или интоксика- 
нии ксенобниотикамн различной приролы в режиме реального времени. 

Исторически сложилось так. что в России судебную токсикологию называют судебной хи- 
мией. Становлению сулебной химин предшествовал длительный период проведения отдельных 
судебно-химических экспертиз и химических исслелований (ХУ ХҮП). Экспертизы ирово- 
дияись от случая к случаю в аптсках, лишь в конце ХУШ века были учреждены врачебные 
управы. и ввелена доджноси» штатного фармаисвта для проведения химических исслелова- 
ний и открытия ядов. Члены Петербургской акалемии паук выдаюшисся учепые Н.Н. Зииии. 
Г.Е. Ловиц, Д.И. Менделеев внесли значительный вклал в разнитие химико-токсикологического 
анализа как самостоятельного и уникальном» наиравления аналитических исслслований — опре- 
деления токсикантов в биосрелах. 

Учебная дисциплина «Оъкрытис ялон, или (в современном понимании) судебная хи- 
мия вхолнла в курс фармании, пирсполававшийся на мелипинских факультетах Московского. 
Дерптекого. Харьковского университетов и Медико-хирургической акалемии. Одним из 
первых профессорон химии на мединииском факультете Московского университета был 
А.А. Иовский — воспитапиик Московского унинерситега, читавший на русском языке в нери- 
од 1826—1843 гг. по состилеиным им самим руководствам лекиии но фармакологни, рененлу- 
ре. токсикологии, общей н аналичической химии в приложении к медицине. Из профессоров 
мелицииского факультета. припимавиих личное участие в произвоясгве судлебно-химических 
экспертиз и имеющих определенные заслуги перед сулебиой химиси, необхолимо отметить 
воспитанника медицинского факуилета доктора мединины, химии и физики Н.Э. Лясковско- 
го (1816—1871). 

Прелетави елем школы Н.Э. Лясковского является первый 
профессор кафедры медицинской химии в Московском универ- 
ситсте А.Д. Бультинский, лавший мелиинискому факультету ряд 
учеников и пресминков. срели которых но биологической хи- 
мин был проф. В.С. Гулевич. а по органической химии проф. 
А.В. Степанов. Педагогическая и научная деятельность А.В. Сте- 
панова протскала славным образом в двух областях; органической 
и судебной химии. А.В. Степанов написал около 100 работ. из 
них три учебника (по аналигичсской. органической и судебной 
химии). выдержанших много изданий. 

Мединяиский факультет Московского университета многос 
сделал лля развития судебной химии, создания московской 1ико- 
лы фарманевтон. из среды которых вышел проф. А.В. Степанов, 
ставший внослелствии ведушим ученым в области отечесгвен- 
ной судебной химии. Многие из числа работавших в лаборатории 
органической химии учеников А.В. Стенанона позглавили само- 

Алсксапар Васнњевич стоятельные кафедры различных вузов: А.М. Кузин, Б.Н. Степа- 

Степанов иенко. Н.А. Преображенский. М.Н. Щукина, В.Г. Гсоргмовский. 
М.Д. Швайкова, М.М. Шемякин. А.Л. Курсанов. 

В лаборатории кафедры органической химин ныросли не толь- 
ко любимые ученики. по и соратпики А.В. Степанова: заслуженный деятель пауки РСФСР, 
проф. М.Д. Швайкова и заслуженный деятель науки РСФСР, проф. Б.И. Степаненко, которые 
по прелставлению А.В. Стспанова заняли кафедры сулсбной н органической химии (соот- 


негственно) фармацевтического института, затем факультета 1-го 
ММИ (сегодня ММА им. И.М. Сеченова) и успешно руководили 
этими кафедрами в течение 40 лет. «Повторять слова учителя — нс 
значит быть сго продолжателем. Нало помнить ту цель, к которой 
шел учитель», — этими словами Д.И. Писарсва всегда папутство- 
вая сноих учеников проф. Б.Н. Стенанснко. 

А.М. Бутлеров. В.В. Марковпиков. А.Д. Булыгинский, В.С. Гу- 
левич, А.В. Степанов, М.Д. Швайкова. Б.Н. Стенаиенко... Прямая 
ЛИНИЯ «учитель—ученик»... Не рвется связь времен... 

В начале ХХ века началось создание сетн судебно-медицинских 
лабораторий с судебно-химическими отделениями ири них. позже 
был оргапизоваи Государственцый научно-иселеловательский ии- 
ститут судебной медицины МЗ СССР (сегодня — ФГУ Российский 
пентр сулебно-медининской экспертизы Росздрава РФ). где рабо- 
гали и ло сих пор успенио работают ученики М.Д. Швайковой. 

Болыной вклад в развитие сулебной химии внесли иссле- 
дования М.Д. Шзвайковой. а также ес соратинков и учеников 
А.Н. Крыловой. А.Ф. Рубиова, Т.М. Моисеевой. А.А. Васильевой, 
А.В. Ахугиной. Н.А. Горбачевой. Л.М. Власенко и др. Обобшс- 
ние наконлениых материалов нослужило основой лля созлания 
М.Л. Швайковой учебника по сулебной химии. вылержаниего 
3 издания (в 1959. 1965 и в 1975 гг.). Учебник 1975 г. издания уже 
имел другое название — «Токсикологическая химия». 

Токсикологию сегодня опрелеляют «как учение о токсичности 
и токсическом процссее — феноменах. регистрируемых при вза- 
имолсйствии химических веществ с биологическими объектами» 
(С.А. Купенко). Известный русский фармаколог Н.П. Кравков на- 
зывал фармакологию учением «о лействии на организм вообще 
вссх всществ. способных в той или другой стеиени растворяться 
в нем и всасываться». Почему по сути определения токсиколо- 
гии и фармакологии так близки? Это связано с отсутствием строго 
паучпого понятия «токсичное химическое вещество». Токсикант 
(ял) — нреждс всего категория количественная. «Яд — эго хими- 
ческое вещество. которое в соприкосновении с живыми организ- 
мами в определенных условиях срелы обитания и в определенном 
количестве способно оказывать повреждающес влияние на живые 
организмы, вплоть до гибели» (С.А. Куценко). Другие современ- 
ные исследователи. как и сам автор определения, не считают его 
строгим и полным. 
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Мария Дмитриевка 
Швайкова 


Борис Николаевич 
Степаненко 


При определспии задач токсикологии и сс роди в злравоохранении и охране окружающей 
среды прежле всего исходят из той реальной ситуации в стране и мире. которая связана с гло- 
бальшым распространением разнообразных химических всшеств и их применением практичес- 


ки во вссх отраслях хозяйства. 


Нельзя не согласиться с мнением известных российских токсикологов Б.А. Курлянлского и 
В.А. Филова. что «направления токсикологичсских исслелований многообразны. и в их струк- 


туре можно выделить слелующие иерархические уровни. 


• Исслелования влияния нешеств на организм в зависимости от области обрашения токси- 
канта: нишевая токсикология. промышленная токсикология. лскарелвенная токсикология, 
клиническая токсикология. судебная токсикология, токсикология пестинилов, экологичес- 
кая токсикология. токсикология природных токсинов (токсннология) и др. 

• Исследования. связанные с и зучением влияния химических веществ на функциональные 
системы: иммунотоксикология. новедсическая токсикология. токсикология сердечно-сосу- 
дистой системы. токсикология развития, гоксикология желудочино-кишечного тракта. ток- 
сикология печеии. токсикология эндокринной системы. токсикология органов дыхания, 
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почечная токсикология. токсикология репродуктивной системы. химический канперогенез 

и ТД. 

• Исследования отдельных групи вешеств. таких как микотоксины. лиоксины, полихлори- 
рованные либензофураны. газогенированные углеволоролы. тяжелые металлы. витамины. 
микроэлемеигы и многие другие». 

Молекулярная токсикология и токсикогеномика. а также новейшие нанотехнологии — ме- 
таболомика и метабономика. являются приоритетными панравлениями токсикологичсских 
исследований. Каждое из направлений, решая свои узкоспециальные задачи. использует многочис- 
ленные методы определения токсичных веществ в биологических матрицах и результаты химико- 
токсикологического анализа. Поэтому успехи токсикологии тесно связаны с развитием апалити- 
ческой базы исследований. 

Приоритетные направления развития науки. технологий и техники в Российской Федера- 
ини. утвержденные ирезилентом страны В.В. Путиным 21.05.2006 г.. предусматривают виелре- 
ние инлустрин нанотехнологий для обеспечения безопасности живых систем. Использование 
нанотехнологий многократно новышаст возможности обнаружения и определения сверхмалых 
количеств различных токсикаитов. Например, лаборатория на чиш (аб оп а сур) или микроэлек- 
громехачические системы (тісго еіесіго-тесһансаї ѕуметх — МЕМ5) и микрофлюидика — унран- 
ление потоками жидкости в микронных масштабах. Устройства могут быть помещены на по- 
нерхности кожи (лля анализа вешеств, выделяемых с потом) или внутри организми (в полость 
рта. желудочно-кишечный тракт, пол кожу или в мышцу). 

Во всем мире, как и в Россни. постоянно растет потребность в квалифинированных кадрах 
в области химико-токсикологического анализа. В современной России госуларетво выделяет 
огромные деньги на вынолисние программы по борьбе со злоупотреблением наркотиками. 
экспертиме лаборатории приобретают современное лороғгостояшсс оборудование, однако ошу- 
мается дефицит молодых сиениалистов, выбирающих сисциальность эксперта в области хими- 
ко-токсикологического анализа. 

В странах Евросоюза. США и Япопии стуленты. обучающиеся но спепиальности «Фарма- 
ция», изучают в течение 2 ссмссгров нс только учебную дисциплину < Токсикология», включаю- 
щую основы химико-токсикологического анализа. но и спсикурсы, например «Биоаналитическая 
химия и токсикология». «Селективния токсичность». «Молекулярные асиекты токсикологии» 
и др.. входянние в обязательную программу. Согласно действующему в РФ учебному плану тю 
спениальности «Фармация», студситы изучают мстолы опрелеления токсикантов в биосредах 
человека в рамках учебной дисциплины «Токсикологическая химия». Химико-токсикологичес- 
кие исслелования являются одним из инструментов токсикологии. экологии. профиютологии, 
наркологии. клинической фармакологии. а алскватный выбор объектов н мстодов исследова- 
ния. интериретация аналитических ланных подразумсвают знанис основ токсикологии и фар- 
макологии, серьезную химическую нолготовку, высокий уровсиь облиебиологических знаний. 

В сиязи с этим в настоящем руководстве парязу с обстоятельным описанием современ- 
ных метолов апаниза, нх возможностей и нелостигтков приведены сведения и по некоторым 
разделам токсикологии, которые исобхолимы для правильного выбора объекта исследования, 
определения времени. прошедшего с момента поступления токсикантя в организм. коррект- 
пости интериретации результатов. возможности прижизненной оценки содержания зоксиканта 
в организме, диагностики заболеваний. вызванных лействчем вредного всіцества. 

Учебное пособие состоит из двух частей, включноших И тлав. В первой части рассмат- 
риваются система государственного контроля. организаинонно-прановое обеспечение в сфере 
обращения средств мелииииского применения. клинико-токсикологического анализа и сулеб- 
но-химической экспертизы (глава 1): классификация токсичных агситов, виды и биомаркеры 
токсического действня (глава 2). некоторые аспекты молекулярной токсикологии (глава 3). 
В кинғе обсужазются молекулярные мишени — ренепторные комплексы. ренспторы. форми- 
рующие ионные каналы, связанные с С-протеинами. с тирозинкиназиой активностью. и ме- 
ханизмы токсического действия. межклеточной коммуникапии. регуляции апоптоза. а также 
взаимосвязь между токсикологией и экспрессией генов. генным полиморфизмом и индивилуаль- 
ной переносимостью лекарственных пренаратов. между геномнкой и протсомикой. В главе 4 изла- 
гаются основы метаболизма ксснобиотиков как органической. так и неорганической приролы 
в организме человека. Глава 5 посвящена методологии химико-токсикологического анализа. 
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особенностям интериретации его результатов. а также обеспечению качества анализа. нал- 
лежашей лабораторной практике (принципам СЕР в современной лабораторин). внелрению 
системы валилации и квалификации в лаборатории. Глава 6 отражает современное состояние 
аналитических неслелований токснкантов в биообъектах. 

Во второй части обсуждаются метаболизм и методы определения отдельных групи ғокси- 
кангов. Нанболыисе внимание улелепо исследованию наркотических срелств. психотрюиных 
и сильнодействующих веществ. контролируемых законом па территории Российской Федера- 
ции (глава 7). При этом рассматриваются исйробиологические основы лекарственной и нар- 
котической зависимости (боль и опнатные рецепторы: серотонии и депрессия: никотиновая 
зависимость и др.). Экспертиза алкогольного опьянения у живых лиц — серьезная соинальная 
и юрнлическая проблема — должна решаться с помошью належных современных методов ана- 
лиза, которые привсдсиы в главс 8.1. Диағностика огравлений органическими растворителями, 
углеводородами и их галогсиопроизволнымн. спиртами. альлегилами. кетонами рассматрива- 
ются в главе 8.2. Классификация пестицидов, их физико-химические свойства. метаболизм, 
токсичность и методы определения приведены в главе 8.4. Глава 8.5 посвящена главным фак- 
торам токсичности метадлов. их биологическим мишеням и понятию «металлолиганлный 
гомеостаз». химико-токсикологическим характеристикам многих элементов. апалитической 
диагностике профессиональных и экологически зависимых заболеваний. вызванных дейс- 
твисм металлов и металлосолержащих соезинений. Особениости и правила допинг-контроля 
рассмотрены в главе 9. Наименее контролируемой п наиболее онасной угрозой человечеству 
подавляющее большинство экспертов называют биозгрессию. биотерроризм и экологические 
войны. Возможносги опрелеления экотоксикантов в биосредах человека обсуждаются в 10-й 
главе. В послечней 11-й главе приведены источники природных токсинов. классификация. их 
токсические и фармакологические эффекты. а также метолы определения. что имеет особое 
значение в случае биологической опасности или биотсрроризма. 

В качестве примеров контролирующих заланий приведены ситуационные залачи, солержа- 
щие наборы аналитических характеристик токсикантов и группы тестовых вопросов. причем 
голько верный отвст на каждый предылуший тестовый вопрос позводяет перейти к слслую- 
щему и в итого правильно решить задачу по иденгификании и количественпому определению 
токсикантов. Задачи на определенные груниы токсикантов представлены в учебном пособии 
«Токсикологичсская химия. Миовоуровиевые ситуациоиные залачи и упражиения / Поя ред. 
проф. Н.И. Калстиной. — М.: Гэотар. 2007». 

В настоящем пособии авторы стремились лать информацию об основных груниах токси- 
кантов, представляющих в настоящее время опаспость для человска и окружающей среды, 
показать, что химико-токсикологический анализ незаменим при решении многих вопросов 
правосудия. диагностики и лечения больных с острыми отравлениями. профессиональными 
или экологически обусловленнымн заболеваниями. оздоровления условий труда. гигиепичес- 
кого нормирования вредных веществ в объектах окружающей срелы, а также при проведении 
экспертизы на алкогольное или наркотическое оньяпенне, донинг-контроля. эколого-эпиде- 
миологических исследований. а также то. что экспертная служба уникальна и защищает инте- 
ресы национальной безопасиости. Полготовка высокопрофессиопального эксперта — трулный 
и ллительный процесс. Снециальности эксперта «научить нельзя. можно только научиться» и 
начинать пало со студенческой скамьи. 

Авторы благоларны своим коллегам — профессорам и преподавателям московских вузов. 
научиым сотрудникам и экспертам в области химико-токсикологического анализа Н.А. Горба- 
чевой, А.А. Волкову, И.Ф. Долмановой. Е.В. Красиловой. Р.Р. Красновой, Н.И. Кузнецовой, 
Е.М. Саломатину, В.Е. Саломатину — за поллержку. полезные дискуссии и рекоменлацин при 
нанисанини книги. 

Авторы выражают особую благоларность А.А. Тимохову и А.А. Тупикину за выполнение 
ряла иллюстраций к книге и искренне признатсльны Е.С. Вятчаниной за помошь при подго- 
товке рукописи к изданию. 

Пособне предназначено для студентов вузов. обучающихся по спепиальности «Фармация», 
одпако приведенный фактический материал и рассматриваемые теорстические проблемы пред- 
ставляют интересе для аспирантов. слушателей факультетов послевузовского мединпииского и 
фармацсвтического образования. снециализпрующихся в области судебно-химической эксперти- 
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зы, клинико-токсикологического анализа, допинг- и наркоконтроля. профпатологии, токсиколоси- 
ческой экологии. общей патологии, клинической фармакологии и других смежных специальностси, 
а также для студентов ряда химических и экологических специальностей. 

Авторы будут признательны за критические замечания и конструктивные предложения. на- 
правленные на улучшение книги (атоле@тай. п). 

Чисто новых технологий и новых методов анализа стремительно растет. поэтому асвизом 
кииги авторы выбрали слова китайского историки | века ло н.2. Сым Цяна: «Коней и пповь 
начало». 


Глава 1 


СИСТЕМА ГОСУДАРСТВЕННОГО КОНТРОЛЯ, 
ОРГАНИЗАЦИОННО-ПРАВОВОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ 

В СФЕРЕ ОБРАЩЕНИЯ СРЕДСТВ МЕДИЦИНСКОГО 
ПРИМЕНЕНИЯ, КЛИНИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО 
АНАЛИЗА И СУДЕБНО-ХИМИЧЕСКОЙ ЭКСПЕРТИЗЫ 


Риск — вероятность причинения врела жизни 
или злоровью гражлан... © учетом тяжести этого вреда. 


Федеральный закон РФ 
«О техническом регулировании» 


Соотношение межлу безопасностью и эффективиостью использоваиия различных хими- 
ческих вешеств. а также степень риска лля здоровья человека от их применения постоянно 
подвергаются переоненкс. На современном этапе развития науки и техники неизбежно ис- 
пользование как на производстве. так и в быту, широкого круга опасных для человека и окру- 
жаюшей срелы химикатов. Ассортименг таких химикатов и их количество зависит от большого 
числа факторов. среди которых исмаловажное значенис имеют экономический статус развития 
региона. наличис или отсутствие в исм приролных или альтериативных источников сырья. 
В настоящее время загрязнение среды обитания стало глобальным. стабильным и постоянно 
лействуюшим фактором. а для отдельных регионов прослеживается устойчивая совокупность 
загрязнителей. определяющих для них «токсичсскую» ситуацию. 

Значительная часть населения России (около 75%) постоянно проживает в условиях загрязне- 
ния окружакицей среды. обусловленного в осповном выбросами промышленных предприятий и 
автомобильного транспорта. особенно н крупных городах и регионах с высокоразвитой инлустри- 
ей. В полавляюшем числе территорий приоритетными загрязнителями являются органические ве- 
щества (полиароматическне углеводороды. фенол. формальлсгил и лр.). тяжелые металлы. оксилы 
азота и углерода, диоксид серы. Так, в России около 14 млн человск полвергаются возцействию 
бензапирена. Более 5 млн проживают на территориях с повьннсиным солержанисм в воздухе окси- 
да азота( ГУ). сероуглерода. формальлсгида и оксила углерола(Н). В атмосферном воздухе городов 
России по сравнению с городами Европы и США регистрируются болсе высокие концентрации 
аммиака, бензапирена, стирола. феиоза. более низкие — оксида серы( У). а содержание оксида 
азота(ТУ) и формальлегида такое же, как в свропейских странах. Для источников питьевого водо- 
снабжения приоритетными загрязнителями являются токсичные вешества. перечень которых во 
многом определяется региональными особенностями развития произволства. Значительную опас- 
ность для здоровья населения представляет загрязисние почвы соединениями металлов. 

Обязательная регистрация всех вновь поступаюшгих в обрашение химических веществ отечсс- 
твенного и зарубежного произволсгва в Российском регистре потенциально опасных химичес- 
ких п биологических вешеств (ммм герспет.т5К.га) показываст, что их число па пачало 2006 ғ. 
составляет более 2500 наименований. 

Понятие о риске объелиняст лве характеристики. С олной сгороны. это понятие конкрет- 
но: риск от воздействия какого-то фактора или риск для какой-либо возрастной группы и т.д. 
С другой сгороны. понятие имеет вероятносгный характер: каковы последствия реализации 
риска. как они соотносятся с другими рисками и т.д. Оценка риска — сложный процесс, ма- 
правленный на установление. оценку и предсказание возможности причинения нрела здоровью 
человека н обществу в пелом. подвергнутому действию химикатов и их побочных пролуктов 
или метаболитов (рис. 1-1). 
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Рис. 1-1. Взаимосвязь неблагойриятного влияния токсикантов на здоровье человека. ях идентификации 
и оценки риски причиясния возможного врели. 


Оценка риска учитывает несколько основных факторол. Прежле вссго. это опасность. веро- 
ятносгь экспозиции. соотношение лоза — ответ. восприимчивости, организма. 

Токсикологическая оценка опирается на многофакторную и обязательно количественную ин- 
формацию о характере химических вешеств н их действия на биосистемы. Система популяция — 
токсиканг является огкрыгой нсавгономпой динамической системой, эволюционирующей во 
времени. Открытость системы означает наличие потоков биомассы и токсикантов. неавтоном- 
ность — зависнмость потоков от времени. Для характеристики риска применяются комбинн- 
ровапиые методы опрелелення опасности. зависимости лоза — огвет и оценки возлействия. 
При этом экстраполируют (распространяют выволы. полученные из наблюдения ная одной 
частью явления. на другую его часть) возаействие высокой лозы токсиканта на меныпую дозу, 
проявление эффекта воздействия токсиканта у животных — из человека. используя фактор 
неопрелеленности. Общая схема похода к опенке риска прелставлена па рис. 1-2. 

К настоящему времени на осповании обобшения отечественных и зарубежных данных разрабо- 
тана елиная система оцеики токсичности н опасности химических веществ промышленного проис- 
хождения в окружающей среде. нитегрирукищим критерием в которой является допустимая суточ- 
ная лоза (ДСД). Осповным количественным токсикометрическим показателем при установлении 
ДСД является пороговая доза хронического действия вещества ќиногла в литературе обозначистся 
как ПДхр} преимушественио при его пероральном поступлснии с волой (исключения составляют 
высоколипофильные и высоколетучие всшества). Приняты слиные законодательные гигиецичес- 
кие нормативы в качестве количественных критериев оценки риска. Методология оценки риска 
— важнейший элемент многих разяелон медипины и экологии. По разработке способов управле- 
ния и передачи ниформации о рисках. эффективных управленческих решений выполнено мно- 
жество исслелований. Олнако эта проблема постоянно пужлается в обсужлении спепиалистами в 
различных областях медицины. экологии, химии. физики. биологии и других наук, что позволит в 
случае необхолимости принять в конкрегных условиях оплимальные решения без неоправданных 
экономических затрат. лополнительтых рисков и ущербов для здоровья человека. 

Профилактика нежелательных возлействий лекарственных срелетв как химических вешеств 
н методология оценки риска в токсикологическом аспекте разрабатываются в рамках одного 
из направлений токсикологии — лекарственной токсикологии. К залачам. стоящим перед ле- 
карственной токсикологисй. следует отнести определение широгы терапевтического инлекса 
лекарственных средств, нх побочных действий и нежелательных событий. разработка спосо- 
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Сбор и оброботка данных: 
— сбор и анализ данных о месте происшествия (события) 
— идентификация потенциально опасных веществ 


Оценка воздействия: 

— определение содержания поллютанта в окружающей среде 

— выявление пострадавшего населения 

— идентификация потенциальных путей воздействия 

— оценка концентраций и доз поллютанта. действующего различными 
путями 


Оценка токсичности: 

— сбор количественных и качественных характеристик токсичности 
поллютанта 

— допопнительные исследования по оценке токсичности поплютанта 


Характеристика риска: 

— характеристика возмюжных небпагоприятных эффектов действия 
поллютант (в том числе оценка риска развития новообразований, 
мутагенного. тератогенного и другого действия) 

— оценка фактора неопределенности 

— суммация данных о возможном риске 


Рис. 1-2. Алгориим оценки риска действия гоксикаита (Куцсико С.А.. 2002). 


бов прелупрежления и лечения лекарственных отравлений. В послелние годы к клиническому 
направлению токсикологии также относят изучение биологического лействия синтетических 
материалов. имплантируемых в организм человска (сосулистыс протезы, искусственные клапа- 
ны серлиа и лр.). В 60-е голы ХХ вска в Великобритании было официально признано. что ии 
одини фармакологически эўкрективныйї препарат не можст быть совершенно лишен риска и что 
пе все риски могут быть распознапы до выхода препарата на рынок. С этим тезисом согласны 
экспергы ООН и ВОЗ. 

В Россин государственный коитроль эффективности и безопасности лекарственных срелсгв (ЛС) 
осушествлястся в рамках процедур прелрегистрациоиной и пострегистранионной экспертизы. 


1.1. РОЛЬ ФЕДЕРАЛЬНОЙ СЛУЖБЫ ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ 
ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И СОЦИАЛЬНОГО РАЗВИТИЯ (РОСЗДРАВНАДЗОРА). 
ПРАВОВЫЕ И ОРГАНИЗАЦИОННЫЕ АСПЕКТЫ 


В Российской Федерании локлиническис фармако-токсикологические исслелования потен- 
циальных ЛС осуществляются в соответствии с правилами надлежашей клинической (ССР) 
и лабораторной (СЕР) практики. а также лействующей нормативно-методичсской базой. Со- 
времениые метолы исследования фармакологических и токсических свойств ПС изложены в 
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«Руковолетве по экспериментальному (лохлиническому) изучению новых фармакологических 

нешестве 2005 г. Опо содержит 1! мстоаических указаний по изучению безопасности ЛС и 

42 метолических докуменга но изучению фармакологической активности ЛС пазанчных фар- 

макотерапситических групп. Отоичительной чертой новых методических документов является 

их направленность па согласонаниость с межлунароанымн стайлартами и требоязниямн в этой 

области. Результаты исследований вместе с проектом прозоколя клинических исслелонаний и 

проектом ипетрукции прелоскиляются п Росздравналзор лля решения вопроса о возможности 

проведения клинических исслелований. После чего он поручаст эксперғной организации или 

эксперту провести экспертизу результатов локлинических песледований потенциального ЛС и 

установить нелесообралность и возможіккть провеления клинических исследований по опре- 

лелениым показаниям. определенным способам применения, в опрелеленных лозах, в которых 
экспериментально устлповлена эффективность и безопасность, применения. Для дальнейшего 
изложеция материала ниже привелены некоторые лермины и опрелеления. 

Государственный контроль (@талзор) — «провеление проверки выполнения юрилическим ли- 
пом или индивидуальным предиринимателем их деятельности при осушестилении обязагель- 
ных требований к товарам (работам. услугам). установленных фелеральными законами (ФЗ) 
или принимаемыми в соответствии с ними нормативными правовыми актамие (ФЗ «О защите 
пран юрилических лиц и индивидуальных предиринимателей при провелении государсгиенно- 
го коитроля (надзора ». принят Государственной думой 14.07.01). 

Информация о риске (й5К сотпигисаноп) возложена па эксперта или экспертное учрежде- 
пие. оценивающие риск и нерелаюицие развернугые результаты этой оценки лицам (органам), 
припимающим решение, общественным природоохранительным явижениям и организаниям, 
а также населению (через средстма массоной информации). которым одновременио предлаға- 
ются те или ниые варианты управления риском (С.А. Куценко. 2002). 

Контроль — проверка, а также постоянное наблюдение в целях проверки илн налзора (Оже- 
гов С.И., Шведова Н.Ю.. 203). 

Контроль (согиго) — наличие власти илн полномочий проверять или ограничивать; ограничи- 
нающее или регулирукииее влияние (Оксфорлекий словарь современного апглийского языка). 

Контроль соответствия: 

•  преднарительный контроль остисствляется посредством установления параметров соответс- 
гвия. а также соответствия локумеигации. процелур и сведений. прелъявляемым требованиям 
(регистрация лекарствениого пролукта. линензирование производства. аккрелитация и т.и.); 

• функциональный контроль (налзор) производится в процессе осуществления ризрешенной 
деятельности посредством оценки соотвегствия фактических сведений заявленным (мони- 
горинг безопасности ЛС. налзор за соответствием показателей качества ЛС ланным разре- 
шения па выпуск и т.п. }. 

Лекарственные препараты — лозироваииые ЛС, готовые к применению (ФЗ «О лекарствен- 
ных средствах»). 

Лекарственные средства — вешества. применяемые лля профилактики, лиагиостики, ле- 
чения болезни, прелотврашения беремениости и полученные из крови, плазмы крови, а так- 
же органов. тканей человска или животного, растений. минералов методами сиитеза или с 
ирименением биологических темюлогий. К ЛС относятся и фармацевтические субетаниии — 
венсства растительного. животного или сипгетического происхождения. обладиюшщие фармако- 
логической актицнастью и предназначенные для производства и изготовления ЛС (ФЗ «О лскар- 
ственных средствах»). 

Лекарственный продукт — лекарственный препарат промышленного производств конкрет- 
пого производители. 

Аюниторинг — пеятельность. заключаюшаяся в контроле за ходом клинического иселелова- 
пия. обеспечением его провелсния. сбаром лаиных и представлением результатов в соответс- 
твии с прогоколом, сганларипыими процедурами, ССР и нормативными требовзниями (ГОСТ 
Р 52379-2005). 

Надзор — оргии, группа лиц лля наблюдения за кем-нибуль, чем-нибудь. за соблюдением 
каких-нибудь правил (Ожегов С.И., Швелова Н.Ю... 2003). 

Надзор (хигусШапсе) — пропесс внимательного мониторинга повеления (фактических прояв- 
лспий) (Оксфораский словарь современиого английского языка). 
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Неблагоприятнаях побочная реакция — любая непрелнамереиная и вредная для организма 
реакция. которая возникаст при использовании лекарственного препарата в обычных дозах с 
нелью профилактики, лечения и диагностики заболевания (определение ВОЗ). 

Нежелательные реакции (адуетхе агар гсасцоп — АОК) — все негативные редкими. свя- 
занные с применением любой лозы лекарственного продукта (относительно ирелрегистраци- 
онного клниического применения нового лекарственного продукта или сго применсния но 
новым показаниям. особенно если терапевтические лозы точно пе установлены). Термин +нс- 
желательные реакции, связанные с применением лекарственного продукта» означает, что су- 
шествует хотя бы минимальная возможность наличия причинно-следствениой связи между 
лекарственным продуктом п нежелательным явлением. т.е. взаимосвязь ие исключена. Для 
зарсгистрированных лекарственных продукгов этот термин означаст все пегативные реакшии. 
связанные с применспием лекарственного продукта в обычных лозах. используемых для иро- 
филактики. лиагиостики пли лечения заболеваний. а также для изменения физиологических 
функний (ГОСТ Р 52379-2005; «Опснка даиных но клинической безопасности; терминология и 
стандарты экспресс-отчетюсти» — руководство ІСН — Нисглапопа! Сопісгепсс оп Магтопіга- 
поп оГ ТеситсаЕ Кедигететы Юг Корізгацоп оѓ Рвагтассийса!5 Гог Нитап Озе — Междупарод- 
ной коиферениии по гармонизации технических требований к регистрании фармацевгических 
продуктов, предназначенных для применения человеком). 

Регистрационпое досье — комплект документов и материалой установленной структуры и 
содержания. ирелставлясмый вместе с заявкой на регистрацию лекарственного продукта. также 
угверждаемый в процессе регистрации. 

Регистрация лекарственного препарата — проиедура допуска лекарстиенного продукта 1а 
рынок. 

Управление риском (К тапаретепі) — система политических, техпических. законодатель- 
ных и нормативных решений. направленных на ликвиланию или сушественное уменынение 
риска шля злоровья населения. которая принимается на базе результатов оцпеики риска с учетом 
ранжирования его источников. сравнительной опасности (лля индивидуума и для населения в 
целом) возможных неблагоприятных эффектов. численности подвергаемых риску популяций, а 
также всех тех факторов политики. экономики и общественного сознания. которые действуют 
на принятие решений в заланных условиях места и времени. Разработка различных сценариев 
управления рисками прелнолагаст выбор тех, которые обешают дать наибольший эффект при 
наименыних затратах и/или наибольшей реализусмости (Куценко С.А.. 2002). 

Фармаконадзор (ГагтасомеЦасе) — научные исследования и виды леятельности. связанные с 
выявлсинем. оценкой, пониманием и предотврашением побочных эффектов или любых других 
проблем. связанных с препаратом (определенне ВОЗ). 

Фармаконадзор (РһагтасоуівПапсе, Огиь зигусШапсе. Огир топікогіпь) — контроль безопаснос- 
иг лекарси» — нияндеине, опенка и профилакгика неблагоприятных побочных реакций ЛС. 

В результате локлинической экспертизы проволится оцсика соответствия выполненных 
исслеловаций действующим требованиям. определяются эффективные н безопасные дозы и 
курс применения ЛС. Документами. в которых характеризуется польз/риек применения ЛС. 
являются экспертный отчет. брошюра исследователя. протокол клинических исследований. 
инструкция по медицинскому применспию. 

Всякий раз, когла врач назначает ЛС, он оцепиваст возможный риск от сго примсиения 
н сравиинает © ожиласмой выгодой: если ожидаемая выгоза пе перевешивает потенпиальный 
риск. использование ЛС не оправдано. При опсике пользы и вреда от назначения лекарства 
врачи принимают во внимание тяжесть болезни пациента и возлействие. которое оно оказыва- 
ет па качество жизни. Например. относительно небольшой лискомфорт. связанный с кашлем 
при простуле, растяжением мышиы или релко возникающей головной болью. может быть 
уменьшеи с помошью безренептурных ЛС. и для эгих препаратов допустимы незначительные 
побочные реакции. При этом риск побочных реакций может возрасти при одновременном 
применении других ЛС. Если же ЛС используют для лечения тяжелой или угрожающей жизни 
болезии (инфаркт мнокарла. опкологическне заболевания. нисульт, отторжение трансплантаи- 
та). необходимо примириться с более высокой вероятностью появления серьезных побочных 
реакций. Увеличивать вероятность развития побочной рсакиии на ЛС могут многие факторы. 
К факторам риска относятся олновремениос использование нескольких ЛС. возраст пациента 
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(млалениы. маленькие леги. ножилые). беремениость. некоторые болезин и наслелетвеиные 
факторы. 

Росзаравншћор является Чклеральным органом исполинтельной власти. осушествляющим 
контроль и наялор в сфере зарзпоохранения и социального развития, 

Осповнан функция Росздравнадзора: посредством контроля н иалзора обеспечить соблюае- 
ине закопности в сфере злрапоохранения и социального развития © нелью улучшить качество 
жични гражлан Российской Фжлераиии. Госуларетвениый контроль качества, эфирективности 
и безопасности срелетв мелипииского применения осушествляется на этанах их обрашения — 
доклипических и клинических исслеловаинй. регисграпии, производства. примеисния и др. 
Гланный метолологический подхол в отношении контроля эффектиктости и безопасности ЛС: 
лекарственные срелегва лопускаются к мелицнинскому применению в Российской Фелерации 
в холе прозрачной регламентированной процелуры на оспоне доказанности их эфирективности 
и безопасности. а лакже перманентного коптроля их безонасности носле регистрании. В соот- 
ветешии с усташовленными полномочиями леягельпость Федеральной службы ннпраплена, в 
том числе и на оценку рисков. связанных с токсическими свойствами средств мелининского 
применения. 

Согзаспо постановлению Пранительства Российской Фелерлини «Об уержлении положе- 
ния о Фелеральюй службе по налзору в сфере зяраноохранения и сопиального развития» от 
30.06.04 № 323 Федеральная служба осушаетвляет надзор зи: 
® (рармацентической деятельностью; 
® соблюлепием госулайственных стаплартов. технических услоний па прояукиню мелицинс- 

кого назначения: 
® король и назор за соблюдением государственных станлартов социального обслуживания. 

Федеральная служба осушествяяет контроль зӣ: 

порялком пронаводстви мелнипипской экспертизь; 

порялком установления степени утраты профессиональной трудоспособности н результате 

несчастных случаев па производстве н профессиональных заболеваний: 

• порялком организации н осушссивления мелико-сопнальной эксисргизы, н также реабнли- 
тацпиней ицвалилов; 

осушествлением судебно-мелицииских и судебно-пенхиатрических экспертиз; 

производством. изготовлепием, качеством, эффективностью. безопасностью, оборотом и 

порялком использюнания ЛС; 

• произиолстном. оборотом и порядком использования изделий мелипинского назначения; 

• провеленмем локлинических м клинических исслеловаиий ЛС. а лакже выполнением правил 
либорагорной и клинической практики: 

• соблюдением стандартов качества медииннекой помоши: 

Росздравнадзор организует провсленис экспертизы качества, эффективности и безонленостт ЛС, 

Росздравнадзор выдаст: 

липензии на осушествление мелинииской и фармацевтической леятельности: 

липензии на осушествление асятельности по оказанию протезио-ортонелической помоши: 
• лиисизии на осушествление деятельности по пронэвояству ЛС. за нсключением ЛС для жи- 

вотных п кормовых добавок: 

лицензии на осуществление деятельности по произцолству медицинской техники; 

разрешение на применение новых мелииииских технологий: 

разрешение на ввоз ЛС (п части ЛС, применяемых в медицинских целях) на территорию Рос- 

сийской Фюлерании в установлениом законодагельством Российской Федерииин порядке; 

» ризюшенне на вывоз ЛС (н части ЛС. применяемых в медицинских пслях) с территории Рос- 
сийской Федерации в установленном закоподательством Российской Фелерации порядке: 

ә разешение па ввоз на территорию Российской Фелеранни псзарегистрироваиных ЛС с ис- 
лью проведения их клинических иселелований: 

• разренеине па процеление клинических исследований ЛС. 

Рогздравнадзор выдает заключение о соответствии организании производства ЛС требовани- 
ям зиконолательства Российской Фелепаиции ири лицензировании проилволсгна ЛС. Росздрав- 
падзор регистрирует: предельные отпускные пены па жизисино необхолимые и важнейшие ЛС 
в установленном законолательсгвом Российской Фелерапии норялке: ЛС и изледия мелинин- 
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ского назпачения. Росздравнадзор ведет: государственный реестр ЛС; государственный реестр 
пен на жизненно пеобхолимыс и важнейшие ЛС; неречень учреждений здравоохранения. имс- 
юших право проводить клинические исследования ЛС. Росздравнадзор проводит аттестацию и 
сертификацию специалистов. занятых в сфере обрашення ЛС; осушсствляст в устаповлениом 
порядке проверку леягельности организаций здравоохрапення, ангечных учреждений, оргапи- 
запий оптовой торговли ЛС. организаций. осуществляющих социальную защиту населения. 
других организаций и индивидуальных прелиринимателсй. осуществляющих деятельность в 
сфере злравпоохраисния и социальной зашиты населения: осушествляет фуикции главного рас- 
порялителя и получателя средств фжлерального бюлжета. предусмотренных на содержание Фе- 
деральной службы и реализацию возложенных па псе фуикций; обеспечивает в пределах своей 
компетенции защиту сведений, составляющих госуларствениую тайну. Росздравнадзор органи- 
зет прием граждан, обеспечиваст своевременное и полное рассмотрение обрашений гражлан, 
принимает по ним решеиня и направляет заявителям ответы в установленный законодатель- 
ством Российской Фелераиии срок; обеспечивает мобилизапиониую подготовку Службы. а 
также контроль и коорчинапию деятельности находящихся в се вселении оргапизаций по мо- 
билизациониой полгоговке: осуществляет профессиональную подготовку работников Службы. 
их переподготовку. повышение квалификации и стажировку. 

Росздравнадзор использует следующую методологию оценки риска клинического применения ЛС: 
локументированиость; предсказуемость. прозрачность процедур; строгие налзор и коитроль за 
соблюдением соответствия: персонификация ответствеиности всех должностиых лиц, приии- 
мающих решения в сфере безоиасносги и качества ЛС. Основные принципы контроля и надзора: 
презумпция правоты и лобросовестпости контролируемого субъекта; открытость и лоступпость 
документов. устанавливающих обязательные требования. выполиспие которых проверяслся; 
ответотвениость и беспристраетность контролирующих органов. 

Объектами надзора и контроля Росздравнадзора являются: показатсли эффективиости, бе- 
зонасиости и качества ЛС па этапе принятия решения о допуске на рынок; иоказатели 2ф- 
фективности (для новых препаратов), безопасности и качества в любой периол нахождения 
лекарства на рыике; условия произволетви и система управления качеством ироизволства ЛС; 
условия транспортировки, хранения и порялок оптовой и розничной продажи ЛС. 

Оглавными субъектоми надзора и контроля. огветствсииыми за эффективность. безопасность 
и качество ЛС, являются отечественные фармацевтические произволители и импортеры фар- 
маценгической продукцин. Росздравнадзор осушествляст предварительный контроль ЛС и их 
свойств. устаповлеииых в результате доклинических и клинических исслепований ина стадии 
регистрации ЛС. с целью обоснования ‘хрфективиости и обеспечения безопаспости. В период 
нахождения ЛС па рынке они нодвергаются функциональному падзору для коптроля фарма- 
кологической безопасности с пелью полтгвержления заявления о безопасности. Опениваются 
показатели влияния лекарства на организм человска, которые огносягся к разрялу пежеласмых 
и/или неожиданных. и устанавливается соогветствне или несоответствис тем показателям. ко- 
торые ранее были признаны приемлемыми па этане регистрации. 

В соотвсгстини с ФЗ «О техническом регулировании», принятым Государственной думой 
15.12.02. система нормативно-правовой базы регулирования обращения ЛС состоит из техни- 
ческих регламентов. национальных станлартов, обязательных к исполнению, и всломственных 
актов рекомендательного характера (методические рекомендации). Гехнические регламенты 
формируются на основе принципов: приоритет межлународных норм: единообразие техничсс- 
ких требований к самой продукции и к субъектам обрашения вне зависимости от поставши» 
ка и страны происхождения пролукции: одпозначное толкование требований и максимально 
возможное подробное описание процедур; мсханизм рсальной ответственности как субъектов 
оорашщения ЛС. так и государственных органов; по возможносги расширение роли самих учас- 
тников рынка и обществениого контроля. 

Законы, когорые обеспечивают полиомочия Росзлравналзора, перечислены пиже. Положс- 
ния этих законов направлены на то. чтобы обеспечить следующие условия: все средства мс- 
звиинского применения (ЛС. излелия мелипинского назначения. медицинская техника и др.) 
зюлжны быть безопасными, эффективными. качественными и дояжны сопровождаться ипс- 
трукииями по применению и/или лругими согласованными документами. несушими полную и 
зостоверную информанию. Первичная ответственность за обсспечение безопасности средства 
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медипниского применения припаллежиг производителю. Роль Росзлравналзори заключается 

в том. чтобы контролировать изгогокителей таким образом, чтобы обеспечить потребителям 

срелетв мелниннского применения гарантии того. что произволитель выполияет требования 

дейстнуюшего законодательства и свои обязательства. В Российской Фелерапии в настоящее 
время законодательная и нормативно-правоная база оценки рисков, связанных с токсичными 
свойствами средств медицииского применения. изложена в слелующих основных документах: 

• ФЗ от 22.06.95 № 86-ФЗ (релакпия от 22.05.04) «О лекарственных средствах», приият Госу- 
дарстнениюй думой РФ 05.06.98: 

• «Основы законодательства Российской Федерапии об охране злоронья гражлап» (утвержлс- 
ны Верховным Советом РФ 22.07.93 № 5457-1) (релакиия оъ 01.12.04). ст. 43; 

• письмо Департамента госконтроля качества. эффективности. безопасности лекарств и ме- 
дининской техники Миизарава РФ ог 21.12.98 № 29-4/2370 (релакция от 23.02.2000) («Ирв- 
вила госуцярственной регистрации лекарственных средстве. утвержлено Миизправом РФ от 
01-12.9% № 01/29-14): 

• приказ Мипзлрава РФ от 19.06.03 № 266 «Об утверждении правил клинической практики в 
Российской Фелсрациих (зарегистрировано в Минкхте РФ 20.06.03 № 4%0%): 

• приказ Миизарава РФ от 19.06.03 № 207 «Об утнержлении правил лабораторной практики» 
{зарегистрировано в Минюсте РФ 25.06.03 № 45309): 

• Ииннональный станларт Российской Фелерации ГОСТ Р %2379-2005 «Наялежиная клипи- 
ческая практика» (утверждеи приказом Федерального агеитства по техническому рсгулиро- 
нанию и мегродогии от 27.09.05 № 232-ст.) пвелеп виерпые с 01.04.06 с правом лосрочиого 
введения. 

Кажлый специалист, работающий в сфере обращения ЛС, должен знать пормативно-приво- 
вую и мстолнческую базу в эгой области со всеми илменениями и лополиениямн. 


1.2. ОРГАНИЗАЦИЯ ЭКСПЕРТИЗЫ СРЕДСТВ МЕДИЦИНСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ 


К средствам мелицинекого ирименения отиюсятся лекарственные и биологические средс- 
тпа, в том числе мелицинские иммунобиологические препараты. изаслия мелипииского пазиз- 
чения, оборудование и приборы — мелининиская техиика. 

Основными взаимосвязанными характеристиками любого срелетва мелининского приме- 
нения, в том числе п ЛС. являются безопасность. эффективность и качество. История ме- 
лицииы изобилует примерами, когда разработанные ЛС ихолили в мелининскую практику 
без должной опенки их полезности и безопасности. В результате паносился огромный врел 
больным. При разработке и экспертизе пового ЛС преследуется две основные пели — ло- 
биться его эффективности и безопасности. Понятие «безопасность» относительно. Чем шире 
терапевтическая зона безопясиости (тераиевтическое окио, терапевтический индекс) — диа- 
пазон, соотношение между эффективиой лечебной дозой и дозой, приволящей к тяжелым, 
опасным лля жизни побочным реакиням. — тем безопаснее лекарство (см. гл. 2.1.). Так. на 
смену ранее широко использовиичимся барбитуратам. которыс могут угнетать лыхапие. на- 
руінать серлечиный ритм и даже приводить к смертельному исхолу при передозировке, пришли 
спотторные препараты повых поколений. которые имсют более широкую тераиевтическую 
юму безопасности. например имован. Важной особенностью ЛС янляются мпогообралитые 
критерии и условия лая опепки соотношения эффективиость/безопасность или польза/риск 
коикрстного срелетва. предлагаемого по конкретным показаниям в копкретной возрастной 
труппе. В России. как и за рубежом. к пронсяению ппелрегистрапионных локлипвических 
исследований ЛС госуларетвом ирелъявляются опрелелениые требования. Место уоксико- 
логических исслелований в обшем процессе разработки и впелрения новых лекарственных 
срелств в странах ЕС и США ирелставлено на рис. 1-3, 

Гариитии эффектниного и безонасного применения ПС обеспечивают разработчик-пронз- 
волитель. который должен выполнить лействующие требоваиня, н уполномоченный госуларс- 
тненпый орган. разрешающий повый препарат к применению. Доклинические исслелонзния 
безопасности (общетоксическое действие и спепифическая токсичность) потенциального 
ИС проводятся іп уйго м ап міо (на животных}. При изучении общетоксического лействия 
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Рис. 1-3. Основные сталин процесса разработки и нисдрення новых лекарсиненных ередетв в странах ЕС 
и США. 


используют физиологические. фармакологические. биохимические. гематологические. пато- 
морфологические и другие методы исследования. Исслеловапия токсических эфуректов па 
лвух видах животных при однократном (острая токсичность) и повторном (1 нед. 1. Зи 
6 мес — хроническая токсичность) введении исобходимы для того. чтобы оценить действие 
препарата на центральную и всгстативную нервную систему. серлечно-сосудистую систе- 
му. желулочпо-кишечный тракт. дыхагельную. вылелительпую и эндокринную системы. ЛС, 
прелиазначенные лля постоянного применения. исследуют в течение более длительпого сро- 
ка. Исследования спспифической токсичности включают оценку потепицальных мутагенных. 
аллергизирующих. иммұнотоксических, канисрогенных свойств. а также изучение рспродук- 
тивной токсичиюсти. Совремсиная схема доклинического токсикологического изучения но- 
вых ЛС. предложенная Е.В Арзамасиевым и Б.И Любимовым в 1994 г.. остается актуальной 
(с незначительными изменениями) и в пастоящее время. Количество используемых лабора- 
торных животных ограиичивают до минимума, необхолимого и достаточного пля достоверной 
опепки риска примепения пового препарата. Программы исследований оригинальных. ни- 
новапионных и воспроизвелепных ЛС различаются. Олнако исследования па животных даже 
широко использующихся в медицинской практике ЛС могут выявить их новые свойства и 
риск использования препарата может быть сиижен или повышен. Данпая ипформация долж- 
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из быть впесена в ииструкиию по применению. Поскольку ЛС являются особым вилом тояа- 
ров. опепка эфирективиости и безопасности (в больней степени безопасности) проводится на 
стапиях яоклинических и клинических исследований и предрегистрапиошюй локлипической 
и клинической экспертизы. Экенертиза качества. эффективности и безопасности ЛС (далее — 
экспертиза) осушествлястся паучными или ппыми оргапизациями. учеными и сиениалиста- 
мн. приваскасмыми Росзлравнадзором. и связана с проведсипем иссленований. анализом и 
опенкой объектов экспертизы. подготовкой заключений отпосительно этих объектони. Основ- 
ными принципами организации экспертилы янляются: независимост и правовая заишенность 
субъектов экспертизы при осушествлении ими своей профессиональной дсятельности: науч- 
ный подход. полнота. всесторонность и объективиость исследований обьектов экспертизы, 
обеспечение обосноваипости резульгатов экспертизы; комиетенлиость и высокий професси- 
опальный уровень экспертных организаций и экспертов: системность оргамизации эксперу- 
ной работы и се методическое обеспечение: ориситания на мировой уровень развития науки 
и техники, пормы и правила экологической. техпической и обществениой безопасности. 
обязательность выполнения трсбовамий закоподатсльства Российской Федерации и исполь- 
зусмых международных и национальных стаидартов; гласиость результатов экспертизы при 
условин сохранения госуларствеиной. служебной н коммерческой тайны в соответствии с 
закоподательством Российской Федерации. 

Заключение экспертизы должно быть обоснованиым и недвусмысленно отвечать на постап- 
ленные в задаини перед экспертной организацией (экспертом) вопросы. К заключению лолж- 
пы прилагаться изложенные в произвольной форме особые мнения экспертов, не согласных с 
принятым заключенисм. Решение Росзаравпалзора, противоречашее заключению экспертизы, 
может быть принято только руководителем Федеральной службы но надзору в сфере злраноох- 
ранспия и сочиазьного развития. Заключение экспертизы должно храниться в лечение 10 лет 
при условии. что бдлыние сроки пе устанавливаются иными алмипистратиниными регламента- 
ми Росздраннадзора. 

Серьезными нирушениями правил проведения экспертизы являются: непрелоставление эксперт- 
пой оргапизании (эксперту) информации. исобходимой для проведения экспертизы: фальси- 
Фикация материалов. свелений и данных. представляемых на экспергизу. а также сведений 
о результатах се проведения; принуждение экспергной организации (эксперта) к полготовкс 
завсдомо ложного заключения экспертизы; создание препятствий проведению экспертизы: ис- 
обоснованность выводов экспертизы; фальсификация выволов экспертизы; сокрытие от Рос- 
злравнадзора оснований для отвода экспертной оргапизации (эксперта); прямое или косвенное 
вмешательство в пропесс экспертизы в ислях оказания влияния на ход и результат эксисртизы; 
иные нарушения. ответствениость за которые настунаст в соответствии с законодательством 
Российской Федсрании. Основные административные процедуры экспертизы. связазные с оцен- 
кой риска применепия ЛС в токсикологнческом аспекте: оргапизация проведения эксперти- 
зы, осуществияемой в ходе рассмотрения локумеитов и принятия решения о государственной 
регистраиии ЛС; мониторинг побочных эффектов применения ЛС. Кроме того. Росзлравнад- 
зор организует провелепие экспертизы качества ЛС в виле предварительного государетвепного 
контроля. выборочпого государственного контроля. повторного выборочного госуларственио- 
го короля и осуществляет мопиторинг качества ЛС. В случае выявления нсдоброкачест- 
венных и фальсифииироваииых или иссоответствующих усгаповленным требованиям средств 
медицинского применения. в том числе лекарственных срелсти. Росзлравналзор осушествляет 
мероприятия по изъятию их из обращения. Схемы провеления экснертвзы и региетрапин ЛС 
и медицииской тсхинки в Росени представлеты па рис. 1-4 и 1-5. 

Научный пентр экспергизы срелств мелипипского иримснения (НЦЭСМИ) по залаивю 
Росздравиалзора осушествляст полготовку объективпой. лостоверпой и выверевпой информа- 
ции о ЛС. медицинской технике и изделиях медицинского назначения, опираясь па которую 
Росзлравпадзор принимает обоснованные решения в отиоиспии мелипинского применения 
указанных средств и продуктов. 

Основные составляющие работы НИЭСМИП: система эксиергизы на этапе регистрации средств 
медицинского применеиня: система экспертизы досье. заявлепных к разрешению клинических 
исследований: система мониториига качества. эффективности и безопасности средств меди- 
цинского применения в мелипинской практике; создание и актуализация банка даипых, со- 
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Научный центр Материалы по 
Оценка полноты и достоверности лекарственному средству > 
Оценка соответствия действующим 
нормативным документам | ЗАЯВИТЕЛЬ 
Проведения экспертного отчета 
и заключения < —  Согласованные материалы 
по результатам экспертизы Экспертный отчет НЦ 4 
А 
РЕШЕНИЕ ПО ЗАЯВКЕ 
1. Регистрация 
2. Назначение исследований 
и экспертиз 
3. Отказ в регистрации 
{По поручению заявителя} 
Комплект 
Комплект 180-й день документов и данных 
документов и данных Эхслертный отчет НЦ 
Экспертный отчет НЦ 
Федеральная служба 
(отдел регистрации) 
Дата начапа Организация, определение объемов Дата начала 
> и сроков экспертизы ч—— —— 
Принятие решения по заявке 
Внесение данных в государственный 
реестр лекарственных средств 
Оформление и выдача регистрационного 
Заключение " удостоверения и нормативной Я Зака пое 
экспертов документации заявителю " комитетов 
60-й день Формированиа архивных материалов 120-й день 
А А 
75-й день 
у у 
ВНЕШНИЕ ЭКСПЕРТЫ |4 Материалы экспертизы ь) ЭКСПЕРТНЫЙ КОМИТЕТ 


Новые лекарственные средства, внесение серьезных изменений в регистрационное досье 


При несовладении экспертных закяючений Научного центра и внешних экспертов 


Рис. 1-4. Экспертиза и региетрания лекарственных средств н Россни, 


держащего различпые базы данных с информацией о ЛС. излелиях медицинского пазначсиня, 
пругих срелств мелининского применения; впутреиняя система коигроля качества экспергной 
деятельности: сонершенствование научно-методической базы в области локлинических и кли- 
нических исследований средсти мелииииского применсиия. 

За рубежом п соответствии с законолатедьсгвом Евросоюза (ЕС) регистрация ЛС (ныдача 
торговой лицензии) проводится Евронейской комиссией (Епгорези Сотиибзюп). Предрегис- 
трационная экспертиза и полтотовка проскта решения Европейской комиссии возложепы па 
Европсйскос агентство по оцепке лекарств (Еигорсап Мефюте$ Ехаіџлпоп Арепсу — ЕМГА). 
В соответствии с законодательством США регистрапия ЛС (вылача торговой лицеизии) прово- 
дится Управлением но контролю лекарств и тапиевых пролуктов (Еосі апа Опір Адтитытаноп — 
КОА) Министерства заравоохрансния и сониального обссисчения США (Исапћ апо Нотап 
Зегиссх — НН). Преарегистрапиониая экспертиза и полготовка проекта решения ЕРА воз- 
ложспы на Центр по оцепке и изучению лекарств (Семсг ог Ргир Еуцџапоп апа Веѕсагећ — 
СРЕМ). 


26 Глава 1 
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ФГУ «Научный центр 


экспертизы средств 
медицинского применения» 
МЗиСР РФ 


Рис. [-5. Экспертиза и регистрапия медицииской техники в России. 


1.3. ОРГАНИЗАЦИЯ СЛУЖБЫ ИНФОРМАЦИИ О ПОБОЧНЫХ РЕАКЦИЯХ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ В РФ ОТ ФИРМ-ПРОИЗВОДИТЕЛЕИ, 
ЛЕЧЕБНО-ПРОФИЛАКТИЧЕСКИХ УЧРЕЖДЕНИЙ И ПАЦИЕНТОВ 


Побочные реакции. связанпыс с присмом ЛС. отмечаются ловольно часто. Например. в 
США около 10% госпитализапий вызваны проявлениями у паниентов побочных реакций. По- 
бочнтые реакции на ЛС делят на два основных типа (см. гл. 1.4). 

К первому типу относятся реакнии. которые прелставяяют собой чрезмерное развитие извес- 
тных терапевтических эффектов лекарства. Например, человек. который принимает препарат. 
снижаюший высокое артериальное давление. может почувствовать головокружение. если пре- 
парат сильно понизит давление. У чсловска. стралающего сахарным лиабетом. могут появиться 
слабость. тошнота. избыточное потоотлеление и серлисбисиие. ссли инсулий или другас ги- 
погликемическое средство привслст к резкому сиижспию содержания сахара в крови. Этот тип 
рсакиций обычно предсказуем. но все же иногда нсизбежен. Побочная реакпия развивается при 
перелозировке ЛС. повышенной чувствительности к нсму и олновременном приеме других ЛС. 
замслляющих метаболизм и тем самым повьинающих содержание сго в крови (см. гл. 4). Эти 
рсакции. как правило, описаны в инструкииях по медицинскому применепию ЛС. 

Ко второму типу относят реакции. механизмы развития которых в настоящее время не до 
конца понятны. Этот тип побочных реакций на ЛС в значительной степени непрелсказуем, 
пока у врачей не накопятся свеления о развитии полобных реакций у достаточно больного 
числа пациентов. Примерами таких реакций являются высыпания на коже. желтуха (из-за 
попрежлаюзисго действия на печень). анемия. умсныиение количества лейкоцитов. поврежле- 
нис почек или центральной нервной системы с нарушением функиий слухового и зрительного 
нервов. Подобные реакции обычно развиваются у пациентов, имеющих повышенную чувствн- 
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тельность к тому или иному химическому соелинению. связанную с гсистическими особеннос- 
тями организма (см. гл. 3 и 4) 

Тяжесть побочных реакций. К основным побочным реакииям па пероральные ЛС относятся 
парушения работы пищеварительной системы. например потеря аппетита. тошнота. вздутие 
живота. запор пли лмарся. 

К легким побочпым реакциям обычно опюсягся желудочно-кишечиые расстройства. го- 
ловпаяж боль. угомлясмость, неопрелелснные болп в мышцах. обес недомогание (ошушепие 
пезлоровья или дискомфорт) и нарушсиие спа. Такие рсакипи бывают неприятны больному. 
ухулшают сто самочувствие, что может привести к ирскрашспию соблюдения врачебных прел- 
писаний но приему лекарств. 

Умеренными побочными реакциями считаются те. которые вызывают симптомы. причипяю- 
шие пациенту значительное беспокойство. К ним относят нысыпения па коже (обширные п 
стойкие). расстройства зрения (особенио у люлей. которые носят контактные лиизы). дрожа- 
пие мыши. затрулненне мочеиспускания (широко распространенное у пожилых люлей), любое 
заметное изменение пастроспия или интеллектуальных фупкиий и искоторые изменения со- 
става крови. например солержание липилов. 

Некоторые ЛС вызывают тяжелые побочные реакции, которые потенпиально опасны для 
жизии. хотя и относительно релки. Папиент. у которого развивается такая реакция. как прави- 
ло. лалжен прекратить прием препарата. при этом мелики проводят спепиальныс мероириятия 
лля устранения последствий терапии. Однако иногла больные вынуждены принимать» ЛС, хотя 
это и сопряжено с высоким риском. например химиотсрапевтические срелства при онкологи- 
ческих заболеваниях или иммупонепрессаиты после траисилаитании оргатюв. Для уменьшения 
тяжести побочных реакций используются специальные меры. Так, лля снижения риска разви- 
тия инфскиий больным с парушеписм фуикиии иммунной системы назначают антибиотики. 
для прелотирашения развития язвы желудка — жилкие зитапилы или блокаторы Н,-репспто- 
ров. при аисмин проводят переливание эритроцитной массы или вводят эритропоэтии. Нско- 
торыс тяжслые побочные реакции па ЛС прсаставлены в табл. 1-1. 


Табзиса 1-1. Некоторые тяжелые побочные реакции на лекарственные ерелства 


Нобочизя реакиня „Лекарственные средства 
Яэвз желудка ион желудочное кровотечение | Кортикестероиды (преднизолон. гидрокортизон) внутрь или в виде 
инъекний 
Анетилсзанииловая кислота и лрмис ИПВИ (ибупрюфен. кстопрофси. 
наироксен, иидометации, диклофенак) 
Противосвертывающие срелства (гепарии. фенилин) 


Анемия (см. га. 2) Некоторые антибиотики (левомиистин) 
Нехогорые НПВП (индомегании. бутадион) 
Противомалярийные и нрогивотуберкулезные нренариты у нигиентов 
с лефинигом глюко х-6-фосфитдс! нарогсназы 


Уменыиение количеств ленкоцигов. повы- | Пекоторые пенролсатикі! (клозанни) 
шакинсе риск збојеваний. пызвлнных ин- Химиотераневтические средства для деченин онкологических заболе- 


фекнисй гсм. гл. 2) ваний 
Искоторыс прсиараты для лечения гиисрфуикцин шитовилной желелы 
(мерказолил) 

Поврежление печени (см. гл. 2) Паранстачол (номторное использование иди применение в чрезмср- 


пых позах} 

Некоторыс противотуберкулезные препараты (изонназил) 

Чрезмерное употребление препаратов железа 

Лекарства лругих фармакологичсских груши. осабсино у людей с пато- 
летией печени или злоунотребаякиних алкоголем 


Повреждение почск (ем. гл. 2) ППВП (повторное нспользоваиие или нраменение в чрезмерных до- 
Зах) 
Амииоглихоциыные антибиотики (стретпомицин. гептамиции); 
Некоторые преизраты для лечения онкологических заболеваний (нис- 
платин) 


Примечание. НПВП — исстсроилный протнвовоспалигельный препарат. 


28 Глава 1 


Гипиокралу (460-377 тг. ло п.э.) было известио около 210 лекарствегниях растепий. Ибн Сипа 
(Х-ХІ вск) и арабские врачи использовали 2600 лекарственных вешесть, нз которых 1400 были 
расти вельпого происхожления Основы лекарствонедепия впервые были изложены в форме эп- 
пиклопедического словаря армяиским врачом и сезсствоисцытателем ХУ века Амирломлатом 
Амаспацы. Прообраз совремсиных справочников и официальной ниформаиии о лекарствах 
солержал спеления о физико-химических н фармаколагических свойствах. лечебном лействии 
м пазваниях (на 5—6 языках) ЛС растительного (1000 вилов). животного (250) происхожления 
и минералов (150). О значительном увеличении количества ЛС в ХХ веке свилетельстимет 
справочник У. Меруег «Ограпіс-сһепіса! гиру ай Шей зуполуг 5+. В издании 1961 +. ириво- 
дится 26} наименований инливидуальных синтетических лекарственных веществ, в 197Ё г. — 
5276. ав 1987 г. — более 900. 

Большое значение для обеспечения безопасного яспозьзованиая ЛС, оценки зфиектин- 
ности их нримснеиня и рнискл возникиовсния побочных кректов имеют сбор и анализ ии- 
фюрмапин. полученной от врачей и паииситов о лейстипи ЛС. а также послелукинсе виссение 
лонолнений в инструкцию по мелициискому применеиню. 

Проблемы побочного действия ЛС приобретают мелико-соипиальное значение и связи с 
нарастающим иоступлением новых меликаментов и умеличением числа осложнений при их 
использовании. Наступательная рекламная политика фармацевтических компаний часто усу- 
губляег ситуанию, лак как пациент далеко не вссгда можст ирелвилсть результат совместного 
действия нескольких ЛС. 

Основная часть химических соелнисний. использусмых в фармакологии, смитезирована и 
внедрена в практику в последние 30-40 лет. Ежегоцио сиисок новых химических сослинений, 
па базе которых разрабатываются повые ЛС, пополняется 5(0)-- 1000 едииинами. Это созла- 
ет ирелпосыяки резкого увеличения числа пеблаговриятиых побочных реакиий из ЛС. Росту 
меликамеитозных осложнений снособстуюг широко распространенное самодсчение. прием 
одиовременио пескольких препаратов. По статистическим данным, чаще всего в станионаре 
прихолится встречаться с осложненнямн. нызваииыми противомикробными и прогивопаразн- 
тариыми препаратами. Бболышииство осложиений вызывают аптионотики. 

3а последние 40 лет из мирового фармапевгичсского рыика изъято болес 130 ЛС в связи с 
недостаточной безопасностью. Треп, изъятий происходила в прейслих 2. половипа — в пре- 
лелах 5 лет после разрешения мелининского применения. Несмотря на глобальное внедрение 
систем паблюдения за фармакологической безопасностью, неблагоприятные побочные рсак- 
нии по-прежнему остакяся одной из важнейших причин заболеваемости и смертности во всем 
мире. Хорошо оргапизованиая система обссисчения безопасности лекарственных препаратов 
является прелиосылкой для ранисго выявления риска. связаипого с использованием мелика- 
ментов, и предупреждения пеблагоирнятных побочных рсакний. 

В США в 1955 г. была создана первая офипиальная оргапизания для исследощиния побоч- 
пых эффекон ЛС — департамент по изучению дискразий крови. вызываемых лекарствами. 
В пастоящее время в США собирают и зизлизируют ипфюрмапию оо эффективности и тен- 
денциях использования ЛС, находящихся па рынкс. и данные о случаях лскарстисиных отрав- 
лений. расиростраияют информацию о потсициальпой опасности для здоровья человека зех 
или иных мелипинских средств, продуктов или товаров. Свои функции ГОА осуществлясе в 
тесном взаимолействии с полразделспиями Службы общественного зарапоохранения. а также 
с другими вслометвами правительства США. РОА имсет контакты с межлупародными орен- 
иизациями здравоохранения, а внутри страны — с общественными организациями, универ- 
ситезами, отлельными учеными, частиыми лабораториями, производителями лекарственной 
продукции и препаратов. В ФРГ сообщения о нежелательных побочиах реакциях ЛС с 195$ г. 
стали поступать в комиссию по лекарствам Гермапского медицинского общества от прачей, 
фармацентои и пронаводителей лекарсти. В Великобритании в 1963 г. был учрежлен коми- 
тет по безопасности лекарсів при мивистерсти: здравоохранения Сослипениого Королевства. 
а в 1964 г. была пачат программа «желтых карте — спонтанных добровольных сообшений 
о пежелалельных побочных рсакциях. «Желтая карта» — это сиепиальтая форма-извешение 
ярко-желтого инета. которую предлагается заполнить и ошравять (бесплатно) по поте (или 
заполнить эзектроипую версию карты и отправит по электронной почте) в случле подозрения 
па пеблагоприятные побочные рсакнии в Национальное лиентство по контролю за лекарствами 
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и продуктами злракоохрапения (Мефетеу 00 НеаИВсаге ргойосіз Керицогу Аревсу). К числу 
лип. которым предлагается паправляль сообщения. относятся вричи. стоматологи, исслелова- 
тели, фармацевты. мелсестры. а также (с иславних пор) и паниеснты. для которых разработана 
сасниальная форма карты. Иместся 5 региональных пентров. которые фупкпионируют на базе 
университетских стапионаров. Начиная с 19%6 г.. число сежсголио присылаемых сообщений 
от медицинских и фармацевтических работников достигло 15—20 тыс. Во Фраииии с 1973 г. 
сушествует ленентрализованияя или региональная система контроля безопасности декарети 
(порилка 30 региональных пентров). утвержлениая ззкополательно с 1950 г. Наниопальный 
центр фармакопалзора Фраиции припимаег и виюсит в блзу данных только те сообщения о 
нежелательных побочных реакииях ЛС. которые были прелставлены через региональные цен- 
тры. Общее число сообщений в бизе ланных к 1987 г. превышало 5] тыс. В большинстве 
стран (Анстралия. Канала, США. Франиия. Германия. Япопия и лр.} наинональные пеитры по 
контролю безопасности лекарств включены в структуру коитрольно-разрешительных систем. 
регламентирующих обращение ЛС. В Канале п Новой Зељанлин такие центры фмиикциопиру- 
ют и как ипформапиониые пептры по вопросам отрапяений, что пелесообразпо. поскольку 
неблагоприятная побочная рсакиия и иптоксикапия часто взаимосвязаны. В мире сушествуют 
елиные приниипы лекаретвепной терапии многих заболеваний. поэтому проблема безопас- 
носги лекарств стала интепиациональной. В ЕС с 1995 г. в соответствни с европейским за- 
конолагельством была впелрена так называемая цеилрализованиая процедура. позволяющая 
аля определенных ЛС имет, слиное регистранионное свидетельство. действительное для нссх 
стран членов ЕС. Функции и ответственность каждой из сторон — стран ЕС. Еврокомиссии. 
ЕМЕА и владезьиев свидегсльсти на регастранию препаратов. участвующих п наблюлсиии за 
армакологической обсзопасностью в соответствии с липом регистрационного свилетельства, 
установлены закоподательно лирективой ЕС 201/83 и пормативным актом 2309/93 с посяе- 
луюшими поправками в томе ІХ правовых актов по примсиснию ЛС у человска и животных 
н ЕС. Имеется база лапиых Европейской системы паблюления за фармакологической безо- 
паспостью. Страны. вхоляшие в ЕС. занимаются локальным сбором лапных. реагируют на за- 
просы споих национальных органов фармакопалзора. обеспечивают обратную связь с местпой 
офшествениостью и осуществляют мероприятия по мипимизации конкретных рисков с учетом 
спенифических особенностей споей страны. 

В России в 1936 г. бюро ученого мелипинского совета Народного комиссариата здравоох- 
ранения РСФСР приняло резолюцию «О норялке испытания иовых лекарственных срелств и 
метолик. которые могут представлять опасность для здоровья и жизни человека». н которой 
оыл опрелелен необхолимый объем исследований лля получения информации о осзопасиости 
новых лекарственных препаратов и мелипинских методов. В 1969 г. при Миизтраве СССР был 
создан отлел учета, систематизации п экспресс-информацин о побочном лействии ЛС, кого- 
рый в 1973 г. был утвержлеп в качестве Всесоюзного оринизаниоино-мстолического пентра по 
изучепию побочных действий лекарств. 

После талиломиловой трагедии в 1968 г. по ипициативс ВОЗ был разработан международ- 
ный пилогный исслеловательский проект (РИог КсзеатеН Ргоюсй) по мопиториигу лекарств. в 
котором участвовало 10 страи: Австралия, Великобритация. Канала. Новая Зеландия, Ирлан- 
лия, Нилерланлы. США, ФРГ, Чехословакия и Швепия. В 1970 г. к программе ВОЗ но межлу- 
наролпому мониторингу лекарств присосдинилиюь сше 8 стран. Необходимость разработки та- 
каго проскта была обусловлена тем. что при клинических испытаниях невозможно обиаружить 
некоторыс релко встречакипиеся иеблагоприятные побочные эффекты. Это связано, прежде 
весто, с относительно псбольшим числом больных. участвующих в клинических исслеповаии- 
их. Результаты лииного проекта подтвердили целесообразность созлания при ВОЗ межауна- 
родного иситра но мониторингу лекарств и оргапизации пациональных пентров в различных 
странах. В настонисе нремя в программе ВОЗ участвует болес 80 стран. и том числе и Россия. 
Ценір ВОЗ получает 150—200 тыс. сообшений о нежелательных побочиых рсакпиях ПС и тод. 
В базе заиных ВОЗ содержится более 3 мли сообщений. В послелиие голы ВОЗ организовала 
обмен информаипей о безонасности лскарств межлу национальными нентрамн разных страп 
є помошью электронных сообщений (система Мениед). С 1996 г. в Интернете функипопирует 
специальный сайт программы ВОЗ (вир: уча мПо-итс.оге). В последующем во миогих стря- 
нах мира. в том числе и в России. были организованы наниональные центры по безопасности 


30 Глава 1 


лекарств. в задачу которых входит орғанизация работы по выявлено, учету и апализу ланпых 
оо осложнениях лекарственной лераиии, а также разработке ирелложений по их профилактике 
и лечению. 

Соғласпо ФЗ «О лекарственных средствах» ог 22.06.98 № $6-ФЗ ст. 41 и. 1, «субъекты 
обращения лекарственных средств обязаны сообныль фюлеральному органу исполнительной 
пласти, в компетеннию которого вхоши осуществление госуларствениюго контроля и надзора в 
сфере здравоохранения. и его территориальным ортанам обо всех случаях побочпых лейстиий 
лекарственных срелств и об окобениюстях взаимодействия лекарственных срелств с лругими 
лекарсткепными средствами, которые ие соответствуют снелелиям о лекарственных средствах. 
содержашимся в инструкциях по их применению» (п. | в релакции ФЗ от 22 (15.04 № 122-ФЗ). 
Под руковоастиом Федеральной службы по надзору в сфере зарапоохранения и сопиального 
развития ФГУ НЦЭСМП принимаег информацию о нежелательных побочных реакциях ЛС, 
как зарегистрированных в России. так и нахоляшихся па клипических испытаниях. от субъек- 
тон обряшения ЛС. С педью получения упифииировинюй информации о нобочном эффекте 
ЛС была разработана спепиальпая карта-извешение о таком эффекте. опрелелен порядок и 
«роки прелославлепия ипфюормации (рис. 1-6). 

Основным методом сбора информации о побочных эрфекгах ЛС в России ивляется метод 
спонтииных сообщений, который заключается в добровольном предоставлении мелииииским 
рабатииком нолробиой информации по разрабогапиой станлартной форме. Получениая ипфор- 
мания апализируется. проводится оценка причиино-следственной связи и фюрмирустся Онза лап- 
пых. Структурировапиая информация базы данпых по побочным рсакиням ЛС ФГУ НЦЭСМИ 
Росзлравиалзора полюлясг получать слелуюшис свслепия: побочная реакпия на определенное 
ЛС; степепь достоверности побочной реакции; количество побочных реакций в определенной 
групе ЛС: опсика исходов побочных реакций; оценка побочных реакиий по тяжести; количес- 
тво сообщеннй из опрелелсиного региона Российской Федерзиии п в целом по стране. Посту- 
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Рик. 1-6. Сиениальная карта-извещение для сбора унифинированной информании о побочном эффекте ЛС. 
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пают и обрабатынакяся сообщения от зарубежных фирм-произволитслей. в том числе о случаях. 
произошелних на территории Российской Федерации. В последние годы отмечена гендсиция к 
увеличению количества сообщений от зарубежных фирм-производителей. 

По результатам апализа отечествеиных и зарубежных свелспий о исжелательных побочных 
реакциях ЛС из Госуларствснного рссстра ЛС были исключены небезонасные препараты. та- 
кис как амилопирин. фенацетин (каниерогенные свойства). астсмизол. терфепални (карляию- 
токсические свойства — влияние па интервал 0—7). ЛС. солержашие ртуть. ЛС, содержашие 
«материалы риска» в отношении прионовых заболеваний. и лр. 


1.4. СТАНДАРТИЗАЦИЯ МЕТОДОВ ОЦЕНКИ ПОБОЧНЫХ РЕАКЦИЙ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 


В настояшее время вылеляют 4 тіпа неблагоприятных реакций. Олнако это разлеление 
носит зачастую условный характер, так как в их развитии олновременно может играть роль ис 
один. а несколько механизмов. Классификация неблагоприятных побочных реакций представ- 
лена в табл. 1-2. 

Реакции типа А предсказуемы. на их лолю приходится около 759% всех нежелательных по- 
бочных реакций на лскарствсиные препараты. Реакиии типа В (анафилактический шок. сипл- 
ром Стивенса Джонсона. генетически обусловясиные — метгсмоглобинсмия. порфирия и ар.) 
возникают рслко. не связаны с лозой препарата. часго серьезные. па их долю приходился около 
25% всех зарегистрированиых реакций. Реаккии типа С часто расцениваются как серьезные. 
способные сушественно влиять на злоровье человска. и по своей природе зачастую необрати- 
мы к моменту их выявления. К пим относятся синдром отмены, лекарственная зависимость, 
кумулягивные эффекты и эффекты подавления выработки гормонов. толераитность. Диагнос- 
тика неблагоприятных побочных рсакций типа О (исоллазии лекарственного происхождения) 
затрулнительна, проволится с применением спенифических методик. 

Основными метолами выявления и изучения иежелатсльных побочных реакций являются: 
метол споитаниых сообщений: мопиторинг взаимосвязи неблагоприятная побочная реакция — 
лекарство с помошью учета выписанных ренептов: исследование типа «случай контроль»; интен- 
сивное мониторированис неблагоприятных побочных рсакций в условиях стациопара: когортные 
исслеловапия; метод. основаипый на учете пссх медицинских записей о болыьюм; мета-анализ. 

Для выявления неблагоприятных побочных реакций и принятия правильных решений в от- 
ношении безонасности лекарств целесообразио использовать мстоды, адекватные определен- 


Таблица 1-2. Классификация неблагоприятных побочных резкций (ко Майс. Вефу: Каъіпрѕ, ТПоглзоп: 
Коуег: Астаховой А.В.. Пепахнву В.К.. 2004) 


Тип реакции Проявление 
Неблагоприятные побочные реакции. зависящие от дозы Избыточный терапевтический эффект 
{тип А) Побочные эаккты;: 
фармакологические 
токсические 


Вторичные эффекты 


Неблагоприятные побочные реакиин. це зависимые ог Иммуноалаергичсские 
дозы ин В) Мехиинзм неизвестен 


Неблагоприятные побочные реакнии вследствие ллитель- Толерантность 
ной теранин (тин С) Зависимость 

Сипяром отмены 

Кумулятинные эфек клы 

Эффекты подавления выработки гормонов 
Олерочепные эффскты (тип 0} Мугиенность 


Канперогенность 
Терагогснность 
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ным типам таких реакиий. Методы выявления различных неблагоприятных побочных реакций 
представлены в табл. 1-3. 

Олпим из наиболее эффективных методов постмаркстингового пыявления иесблагоприятных 
побочных реакций является метод споизапных сообщений. Его главным приниином является 
лобровольное или законолательно оговоренное ипформированис соответствукиних регулятор- 
ных органов о выявляемых неблагоприятных побочиных реакпиях. Сообшения не могут быть 
анонимными. Спонтапное сообщение о неблагоприятных побочных рсакпиях ие может стать 
осповаинем для профессионального разбирательства или преследования врача, лаже если из 
сообщения следует. что эти реакции возиикли вследствие прачебной ошибки. Осповпым пре- 
пмушсством системы спонтанных сообщений является возможность зарегистрировать очень 
редкие или исожидапиые исблагоприятные побочные реакции. Например, поражение кла- 
панов серлиа при присме фенфлурамина зарегистрировано через 24 гола после появления 
препарата па рынке в осиовиом в связи с учащением его примеиеция в качестве средства, 
вызывлошего апорексию. Система спонтинниях сообщений позволила выявить такис исблаго- 
прнятные побочные реакции. как увеит при приеме метинранолола. нарушспис полей зрения 
при примеинеиии вигабатрииа н удлииение интервала О- ГА при присме цизаприла. 

Сушествующие системы фирмаконаизора. осповзаниыс на методе споитаиных сообше- 
ний. особенпо эффективны в определении иеблагоприятных побочных рсакиий типов А и В. 
С помошью ланиюго метла были выявлены миогочислеиные побочиые реакции, которые яви- 
лись в отдельных случаях причиной изъятия препаратов с фарманентического рыпка. Системы 
споцтанных сообшений и активного мониторинга неблагоприятных побочных реакций явля- 
ются важными инструментами выработки гинотез взаимосвязи между присмом ЛС и побоч- 
пыми рсакциями. Для полтверждения таких гипотез или отказа ог пих необхолимо проволить 
дополнигельтые эпидемиологические исслелования. В пострегистрационных исслсдовапиях 
безопасности могут быть проверепы конкретные гипотезы, выявлен риск или проведено ак- 
тивнос паблюление при повседневном применении ПС. Фармпроизволители в современных 
условиях и в соответствии с лействуюшим в России закополагельством являются обязательны- 
ми п активпыми участниками процесса мониторирования безопаспости выпускасмых ими ЛС 
и должны представлять в регулирующие органы периодически обновляемые отчеты о безопас- 
ности (Репо с ѕаѓчу орда герой — РЦК) своих препаратов. РЅОК является важным пис- 
трументом обобщения и анализа данных о безопасности ЛС. Опенка полученной информации 


Таблния 1-3. Методы выявления различных нсблагоприягных побочных рсакиий (НПР) 


Неблагоириятные побочные реакции 


НИР тип А 


Клииические испытания 
(фазы Ши №} 


Когортные исследования 


Монигоринг пыписынае- 
мых рецептов 


Сиоигаичые сообиения 


Экспериментальные 
исслелования. например 
на животных 


НИР тип В 


Спонтанныс сообщения 


Мониторинг вынисываемых 
реисптов 


Исслелования типа 
случай — контроль 


Данные реғистрон заболе- 


ваний 


Метод. осиованный па 


учете записей о больном. 
Изучение заболеваемости 
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и провеление необходимых мероприятий официальными нистанщиями являются в настоящее 
время основными функинямн Росздравнадзора. направлениыми на обеспечение безоцасиого н 
эффективного применения ЛС, 

Достижения медицинской науки нривели к васлрению огромного количества новых ЛС. Од- 
нако проблем безопасности их применения становится все больше. Например. в мультинент- 
ровых клинических испытаниях МЕВИ-НЕ. СОМЕТ, ОАУІ5, АТЬА$. РКЕУЕМТМАК$. РАТЅ. 
СЕАРТ, ЕВТ. ЕХСЕЁ и ряде других сообщается о зизчительной распростраиснности пежела- 
тельных реакций на ЛС различных групп. Часто развитие таких реакций связапо с высокой 
кониситрацией ЛС в плазме крони вслецствие изменения свойств системы биотрансформации и 
транспортеров. К настояшему времени уже миогое известно о полиморфизме генов. колирующих 
ферменты биотранесформаиии и лранспортеров (см. гл. 3.3). В доклинических исслелованиях всех 
новых ЛС согласно коннепции доказательной медицины необходимо учитывать их влияние на 
состояние сисгемы бнотрансформании и транспортеров. При провсденми клинических испыта- 
ний отбор нациентов должен нроводиться с учетом гспогипа изоферментов метаболизма. США 
и страны ЕС при проведении экспертизы всех новых лекарств в обязательном порялке выявляют 
основные факторы. влияющие на ферменты метаболизма. С этой целью проводят генозинию- 
вание пациентов. В этих странах врачи в работе постоянно пользуются результатами новых фар- 
макогенетических исследований. Как показывает анализ мировой литературы, для клинического 
применения уже доступны около 150—200 генстичсских тестов. Их пшроко применяют в различ- 
ных центрах США и стран Запазлой Елропы, особсипо во Франши, Великобритании и ФРГ. Во 
Фраиции. нанример. разработана и уже иснользуется в медицинской практике система ЗЕЗАМ. 
Она включает комльютерную интерпретацию результатов генетического тестирования. а также 
данные биохимических, серологичсских н иммунологических анализов. В холе ее выполнения 
уже используют свыше 80 тестов. которые обрабатывают при помоши специальной компьютер- 
ной программы РРМА. Последняя включает собственно экспертную опенку, разделы обучения 
и тренинга пля практикующих врачей. мелниннскос консультированне и справочник лля па- 
селения. Основной унор в данной программе слелан на иитериретацию результатов различных 
генетических тестов. в первую очередь на определение тепов системы детоксикации, ответствен- 
ных за чувствительность человека к различным внешним возлействиям. особенно к химическим 
вешествам. Токсикологические исслелования и оненка риска ссголня являются важнейшими 
пзаимолсиствуюшими элементами системы обеспечення химической безопасности, социалью- 
гигиенического и экологического мониторинга. В России аналогичных программ пока нет. а 
число фармакогенестических лабораторий пока иевостаточио. Однако различные преликтивные 
генетические тесты уже проводятся в спепиализированных лабораториях и пентрах Москвы. 
Санкт-Пстербурга, Новосибирска. Томска и Уфы. 

Необходимость внедрения в нирокую медииинскую и экснергиую практику методов гепо- 
гиппрования фермситов метаболизма лекарств (см. гл. 3 и 4) отражено в приказе Минздрава 
России от 22.10.03 № 494 «О совершенствовании леятсльности врачей — клинических фарма- 
кологов». Применение фармакогенетических тестов и технологии биочипировання (см. гл. 3.3) 
поможет выявлению серий мутантных аллелей. ответственных за изменение ответа организма 
(рие. 1-7). 

В послелние годы во всех развитых странах значительно возросли требования к объему и 
качеству токсикогенегической информации. Это определясг важность создания системы на- 
дежных экспресс-метолов исследований и позволиг в ближайшие голы выработать алгоритмы 
критериен необхолимости и достаточности генстических исследований при изучении механиз- 
ма лействия различных токснкантов (см. гл. 3.4.). Ниже прелставлена база даипых по токсико- 
геническим вопросам лекарственной токсикологии. 

Токсикогенетические ресурсы 

ТОКССЕТЬ Вир: /Аохпег.пит.пИ.еоу/и4ех. пит. ТОКССЕТЬ предоставляет искомые ссылки 
к многочисленным базам ланных. солержашим информацию токсикологического характера. 
Сюла включены ссылки на базу ланных опасных вешеств (БДОС: ГЕНОТОКС). Система ин- 
формаиии о химической каннерогенности (канперогениость. мутагенность. развитие опухоли 
и сдерживание роста онухолн). 

Наниональная тоқсикологичсская программа (НТИ) Вир://нф-зегуег. пе Ву. и. роу/. Нарялу 
с лругими этот сайт солсржит ценную информанию о потенниально токсичных химических 
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Рис. 1-7. Схемл токсико-генетичсских исследований (я частности, фармакогенезических). служаших мо- 
лекулярной осповой обеспечения химической безопасности {Баранов В.С.. 2003; см. гл. 3). 


вешествах. Сюда включены технические доклады НТП по канцерогенезу. токсикологии и крат- 
косрочные локлалы по токсикологии многочисленных кссиобиотиков. 

База данных о каннерогенном действии (БДКД) імр://роспсу.БегКсісу.еди/сраь. ті. Излага- 
елся иформация об экспериментах, включая весь биоанапиз Нацнональпого института рака — 
Национальной токснкологической программы (НИРИ/НТИ) и эксиериментальные резульгаты 
из литературных источникой. Имсегся информация более чем о 000 химических вешествах. 
лействии токсичных субстанций. База данных факторов воздействия на здоровье (Вир://у\им. 
мтс Че воу/пагдасвитИ. иключакишая список ирноритетпых опасных субстанций. метаболи- 
ты. взаимодействие субстаниий, чувствительность населения. биомаркеры. 

Генкарточки Пир://аепоте-улилу. мат ог.еди/репесяг$/. Генкарточки — информациониая 
база данных. которая имеет отиошение к человеческим генам. их продуктам и роли в развитии 
различных болезней. Генкарточки предлагают информацию о функинях всех человеческих гс- 
нон, у которых иместся соответствующий символ. 

Ме Мтег Вир: //Оіѕсохег. псі піћ раулсхтіпіпре/Пегх Пит! Ишет в организовывает литерату- 
ру по генам. ген-геп-связям и тен-лекарство связям. 

Опііле Мепаейап Ілпегиапсеіп Мап(ОМЕМ) ћир; //улу.псБ. піп. пі .роу/сгигег/днегу. ОМІМ — 
база ланных. содержащая информацию о человеческих генах. Другие ссызки взаимосвязаны 
с ресурсами МСВІ. Карта гена ОМИМ представляет цитогенегическую карту-позицию генов 
болезней и других генных экспрессий. которые описываются в ОМІМ. 
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База данных гена опухоли пир://сопдог.6ст.итс.сди/опсорспе.Вип. База ланных содержит 
информацию о генах. которые являются причинами раковых мутаций, протоонкогспов и гс- 
нов. полавляющих опухоли. Ес залача — обесисчить стаилартный набор характерисгик обо вссх 
известных гепах опухоли. 

База данных ссылок на массивы генов он-лайн (ОКАСОМ } Һир://рсуѕпегіаб.КеппедуКгісрег. 
ог2/дгароп.Вит. Комментарий ланных генной экспрессин. включающий хромосомную локали- 
зацию и сетевую информацию в отношении конкретных генов. 

СЕМАТЬА$ пир: //мим 45 ит-рай55.Й/еспайаз/. СЕМАТЬА$ компилирует информаиню о 
проекте «Человеческий геном». Эта ниформания собрана из оригинальных статей в литературе 
пли протоколов самостоятельных исслелований. Сайт позволяет некать информацию о генах, 
связанных с конкретной патологией или фенотипом. 

Программа «раковой анатомии» гопома (ПРАГ) Вир://свар.пе.пт.воу/Рамау5. Полезные 
ссылки на многочисленные пути в ПРАГ-Веб. которые предоставляются пепосрсдственно нз 
Биокарты и КЭГГ (Киотской энниклонелий генов и геномов). Кроме того. каждый энзим 
человека в КЕГГ связан с соответствующей информанионной страницей о генах ПРАГ и каж- 
лый осповной метаболит в КЕГГ связан с соответствующей информационной страницей на 
ПРАГ. Биологические нутевые карты могут также быть лоступны на Вир://свар. пс. пйз.доу/ 
Рай\</Кезг Злапдата Рарћуауѕ. 

Экспертная система белкового анализа (ЭксСЬАи) Пир:/Амуим.ехразу.сП/ся-Мп/веагсй- 
БосНеп1-штдех. Допускает поиски метаболических послеловательностей. 

Данные генного выражения микромассивов окружающей среды Һир: уул. тЕе.огр/. Пре- 
достапляст высококачественные. хорошо откомментированные научным сообшеством даиные, 
информацию о стандартах, облегчая создание базы данных и связанного с ней программного 
обеспечения. Сюла включена ипформапня о микромассивах. Кроме того. авторы. релакторы 
и ренеизеиты работ по микромассивной экспрессии гена могут получить справку о наличии 
необходимой информации в публикациях по микромассивам. 

База данных выраженных ярлыков последовательности (БА ВЯЙ) ћир://млу.псЫ. піт. п. 
рох/аьЕ5Т/. БД ВЯП — иолразлел банка гстюв. который содержит ланные о последовательнос- 
тях и другую информацию об «олнокапальных» с ДНК последовательностях или о выраженных 
ВЯП из множества организмов. 

База данных унигена Вир: л. псы. піт. піћ.вох/Опібепс/. Униген — экспериментальная 
система лля автоматического разделения послеловательиостей в банке генов в безызбыточные 
усгановленные ген-орнентированные группы. 

Индекс гена ТІСЕ мер: гм. иаг.ог лает ит. Ресурс лля структурного. функциональ- 
ного и сравнительного анализа геномов и генных пролуктов из большого ряла организмов. 

ГосипК Вир:/ млм. псы. пт. роу/Госи$ Мики, оси аак — инструмент. который объ- 
еанняст описательную и последовательную информацию об официальной номеиклатурс, псев- 
донимах, увеличении послеловатсльности, фенотинах, числах ОМІМ. группах унигена, аффс- 
лнрованных веб-сайтах. 

КеГеа ћир. псбі. піт. піћ.роуИ. осиѕипкигебсд. ћу. Содержит информацию о геном- 
ной последовательпости. включая геном ДНК. РНК-копии и белковые продукты основных 
исследуемых организмов. 

Зр4еу пир: л. псб. п.п т.воуЛЕВ/Кезеагс К /ОмеЙ/5расу/. 5рійеу пытается опреле- 
лять экзон/интронную структуру. прелоставляст олну или более молелсй гепомной структуры. 
включая геном РНК. 

Геи Х Вир: ИАА. псегогр/вепсх/. Согрулничество между Наниональтым центром геномных 
ресурсов и университетом Калифорнии. которое имеет нелью прелоставлять доступные данные 
выражения гена в интернет-храцилише. 

Массив-экснресс Нир:/умиие.ас-иК/атгауехрге$/. Сайт массив-экспресс стал доступным 
благодаря Европейскому институту биоинформатики (ЕИБ). Сайт является общественным 
хранилинем данных о микромассивах. нель которого — хранение хорошо откомментировай- 
ных ланных в соответствии с рекомендациями МСЕО. 

Маха Пир://оютЕ.тан.ас.иК/писгоагтау/тах4/. Маха — база ланиых низуальыюго наблюде- 
ния за средой геномной эксирессии. собранная университетом Манчестера. 
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Сборник генных эксирсссий (СРЭ) пар/Аммх пел. и .роу/есо/. СГЭ — хранилиню ген- 
ных экспрессии МСВГУ. В нем собираются данные по нуклеотилам. антителам и серийным 
чпализам но илатформам генной экспрессии (ЗАСЕ). 

Другая база ллиных микромассивов (ДБДМ) Вир: леу. пусгоаггауу. огр /зой\маге ПиПЕАМАО — 
файл с веб-управлясмой базой занпых, предназначенной для генеранин данных но микромасси- 
вам. Он нанисаи Майком Изеном. Максом Деном. Нолом Спелманом и Джозефом ле Ризи. 

ЭкспрессДБ пир://агер.теЧ.Вагуас с Фи/ЕхргеОВ/. ЭкспрессДБ — реляционная база дан- 
ных экспрессии РНК Гарварплекого университета. 

Стенфюрлекая база данных но микромассивам (СБМур://вспоте-му\ 8 мат сЧи/ 
МиетоАпау/5 МО/. СЬМ — приоритет Стенфораского упинерситета но хранению данных эк- 
спериментов по микромассивам. а также файлов но соответствукиним образам. Кроме того. 
СЬМ прелоставляет интерфейс для поиска ланных, анализа и визуального наблюдения. 

СырОВ вир:/майамепие Ци Лирабв/ри ю/. СырОВ — база ланных Массачусетского тех- 
пологичсского унинерситета среды обитания лрожженой генной экспрессии. 

БРЭ һир:/ мау іпогтапсс јах.огр/тріћоте/СХО/аБоиСсХ.ѕімті. База ланных генной экс- 
прессин (БГЭ). которую созлала лаборатория Джэксона — общественный ресуре по информа- 

ИСИ АСИ е СНЕС дате КАЧАТЕВИИЛЯ лаборагорных мышей. 

Индекс ЧеГЭ пум Пизе сх.огр/. Индекс генной экспрессни человека имеет пеаью 
прелоспимлять исчерпывающую базу данных для выражения экснрессии человеческих генов в 
нормальных тканях. Приведены измерения уровией экспрессни мРНК тысяч генов. 

КІКЕМ база ланных экспрессин массивов с ДНК Пар: //гсаа.вѕс.гікеп.ро РИ. База лаиных вы- 
ражения гена поддерживается КЕМ. Инспиутом физического и химического исследования 
в Янонин. 

Биза данных избытка РНК (БИР) вир:/Аммму Ой .препи.еЧи/КАР?2/. База данных избытка 
РНК (БИР) университета Пенсильвании — общественная база ланных тенной эксирсссни, 
разработанная. чтобы иметь ланные по базирующимся в массивах и не базирукинимся в мас- 
сивах экснериментам (ЗАСЕ). Цель — провести сравнительный анализ экспериментов, выпол- 
ненных другими лаборагориями с использованием пных пяакформ и биояогических систем 
неслелования. 

$00 Пир://репотс-ммм 4 мат сЧи/се- ну Б/схргоххюн/ехргеуюопСоппесНоп.р!. База 
ланных генной экспрессии Ѕассһаготусех Сленфорцекого университета ипелоставляет возмож- 
ность одновремеиного поиска нескольких научных работ по микромассивной генной экепрес- 
еми лая даниого гена, Ў 

Йсльская база данных но микромассивам (ИБМ) ћр;//іпѓо тсд.узіс.суи/тісгоаггау/. ИБМ — 
база ланных генной экенрессин, разработанная несколькими лабораториями, по большей час- 
ри из Иельского университета. 

ВодуМар 111р:/Љодутар іс. -окуо.ас.јр/. ВодуМар — бапик лаиных экспрессии челопечес- 
ких и мышиных генов в разпых тканях. 

Острота Бир: мум ахоп.соп/С М _Асииу пи. Солержит различные исслеловательские инс- 
грументы. например нерархический, К-срелние и К-медианные кластеры, ЗОМ. РСА и другис. 

Профайл эксирессии Вир://ер.сЫ-ас-иК/ЕР/. ПЭ имест много полезных модулей с возмеж- 
постями кластерного анализа и визуалыюга наблющения генной экспрессии и лапных поеле- 
ловательности. 

Генкомпановшик Пир: //нистоаггау.репейпКег.сот/. Это программное обеспечение содержит 
инструменты прелварительной обработки ланных и отини анализа. папример группировка, 
ЅОМУ5. РСА и функции визуального пабяюления. Оно также обеспечивает схемы комментария 
различпых даиных, а также личный прогноз и управляемые алгоритмы классификации. 

Ѕроійге Песічіоп бие Биру/ мял .5роге.сот/ргодисіх/(р.аѕр. ЗроИие Оесіхіоп ие прелљагает 
новые возможности анализа, например иерархический и К-срелний кластерный анализ. РСА, 
поиск профайлов. тест на совпаления, нормализацию и множество лиалоговых графиков для 
визуального наблюясния данных. Иместся возможность доступа к базам данных САТС. 

Рапек Рго Вир://мм.рапек.сотЛитіу/ргойисх/ргоаисіх ип. Этот пакст позволяет осушест- 
влять исчерпывающую обработку. анализ и визуальное наблюдение данных. Возможности 
включают исследовательский анализ данных, сгатисгичесское заключение. моделирование про- 
гнозӣ и связь с независимой базой данных. 


Система государственного контроля, организационно-правовое обеспечение... 37 


Генный источник Вир: $ Исопеспенс$. сот/с8ИЗЮ .срі/Ргойисів/Сепебргіпер/іпасх.<тГ. 
Это программное обсснечение допускает анализ различных типов массива. У исго ссть хоро- 
ший пользовательский интерфейс. который подлерживают кластерный анализ. РСА. ОМ и 
инструменты статистики. 

Козеца Пир://\\\лхгозсиао.сот/ргоисиу/гезоусг/Чеий.Нит. Это. в первую очерсдь, база 
ланных с возможностями анализа. например ошибка моделирования. статистика качества, 
групиировка, ЗОМ и многочисленные инструменты визуального наблюдения. Кроме того. он 
предлагает алгоритмы прогноза Байссовского класса. АМОМА и алгоригм КОАЅТ. чтобы найти 
гены с апалогичными профилями экспресени. 

Гспомакснмум  Пир://ммлу. іп Ѓогпьахіпс.сот/оіюоп5/еспотах/іпасх імті. Модуль анализа 
генной экспрессии в пределах СепоМах содержит исчерпывающую коллекцию кластерных ал- 
горитмов и инструментов визуального паблюдения. Он позволяет организовывать и сегменти- 
ровать данные в полезные категории. допускающие любую из выбранных групп генов, а также 
позволяет сохранять любую из иих лля последующей детальной трассировки и использования. 
Программное обеспечение имест ряд инструментов выбора маркировки гена. 

Гениый взгляд Мір://ммл\.біоѕсоуесгу.сот/еспеѕірҺ.аѕр. Генный взгляд предлагает модули. 
например визуальное наблюдение СсиеРе, фрагментпровацные графики 20 и 30, вычерчи- 
вание гисгограммы дналогового коэффициенга. иерархическую и сстевую группировку. РСА и 
др. Он обсепечиваст статистический анализ, обладаст возможностью хромосомного наблюде- 
ния, имест коллектор коммеитариен. 

Генная матсматика Вир://Ли\у/.аррНед-та$.сот/ае/ес.Нит. Этот пакет позволяст осушест- 
влять исрархическую группировку. анализ начальной загрузки, имест инструменты манипули- 
рования депдрограммами. самоорганизующиеся карты. РСА и другие возможносги. 

МА-АМОУА Һир://ууу дах.огр/маЙ/свигсиИ Лабзне/хоймаге/апома/т9ех.Нит.  Устаиовка 
функций. записанных в Матлаб групиой Гари Чачила для диснерсиониого анализа в базе дат 
ных микромассивов. 

3-Экспресс Рго Вар: ммм топтте сот Итатезо тсхргс$. т. Этог пакет позволяст осу- 
шествлять, например. иерархическую груннировку, К-среднюю частичпую груннировку. глав- 
ный анализ компонситов, поиск сходства профайла, имест самоорганизующисся карты и инс- 
трументальные срелства предварительной обработки данных. 

ТМ4 пир /Амум.Ивг.ога/ой\маге Ат. Блок инструментов ТМА состоит из 4 основных прило- 
жений: Менеджера данных микромассивов (МДМ). ТІС К$роИтдег, Системы анализа данных 
микромассивов (САДМ) и мультиэксперементальноге наблюления (МН). Этот блок учитывает 
нормализацию данных и различные передаточные коэффициенты лля обнаружения различных 
экспрессий генов. использует графическое представление результатов. Программное обеснече- 
ние — гибкое, расширяемое и поллерживаст ряд входных и выходных форматов. 

Исслелователь микромассивов (ММИсслелователь) Пир://таехрюиег.хонгсе! юге пси. ИЙред- 
ставлены возможиости методов нормализании, фильтрации данных, фрагментирования гра- 
фиков. гистограмм, профайлов графиков экспрессии. иерархической группировки, К-средней 
и К-медианной группировки гспов. Имеется возможность примсисния аналитических метолов 
пользователя и предлагается прямой доступ к пругим геномным базам ланных. 

ВКВ Массив Инструменты ћр://іпиѕ.псі.піћ роу/ВКВ-АггауТооѕ.ћ№ті. ВКВ Массив Инс- 
трументы — встроенный пакет лля визуального наблюдения и статистического анализа мик- 
ромассивных лаиных экспрессии гсна ДНК. Возможности пакега включают пормализацию, 
ррагментированный график, группировку. многомернос масштабирование и прогноз. 

МассивДЬ Вир://репоте.погі.пћ.роу/аггауађ/. Массив Б — ирограммный блок, который 
обеспсчиваст интерактивный пользовательский интерфейс для выявления и апализа микро- 
массивных ланных генной экспрессии. 

Группа гена пир: Луму-сепотемі. пи. сди/сапсег/ѕоћмаге/<оћлаге.Һті. Предсгавлены воз- 
можности фильтрации и направления ланных различными путями. Инструментальные средс- 
тва включают самоорганизующисся карты. К-ближние соседние (КБС) алгоритмы. выбор гена 
и тесты перестановки. 

Х Кластер пир://епеюу май ог. еди/-хВейоск/сочесг.НитГ. Программа второго поколения, 
аналогичная ирограмме «Кластер» и самоорганизующиеся карты. 
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СкапАнализ. Грунна, Ттсеуісм һир://гапа ЛБ. роу/ЕіѕепЅоћлаге Вит. Программное обесие- 
чение, созданное Майком Изенем с возможностями исрархической группировки, К-ерслисй 
группировки. самоорганизующихся карт. главного анализа компонентов (ГАК). визуального 
наблюдения и выделении признаков диагностического класса. 

Анализ значения микромассивов (АЗМ) Вир://м\м-чаг анг. сди/-и55/СЭМУ. Коррели- 
рует данные геиной экспрессии в ряд клинических нарамелров. включая обработку, категории 
днагноза. 

РАМ Вир:///муи-часман®та.сди/ 7 Ьу. Выполняет классификацию экземиляров из 
данных генной экспрессии, оценивает ошибку прогноза через перекрестную проверку и пре- 
досгавляет список значимых генов. чья экспрессия характеризует каждый лиагиостический 
класс. 


1.5. ПРАВОВОЕ РЕГУЛИРОВАНИЕ И РЕГЛАМЕНТИРУЮЩИЕ ДОКУМЕНТЫ 
В ОБЛАСТИ КЛИНИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 
И СЛУЖБЫ СУДЕБНО-ХИМИЧЕСКОЙ ЭКСПЕРТИЗЫ 


Острые химические отравления в России пыдвигаются на одно из первых мест в числе 
причин нетрудоспособности. заболеваемости и смертиости населения. В 2002 г. из 268 511 тос- 
питализированных больных с диагнозом острого огравления химической этиологии. включая 
43 213 летей до 14 лет. погибло 52 465 (по лаиным Минздрава РФ). Причинами большинства 
острых отравлений в разных регионах страны являются лекарственные вещества. наркотики. 
алкоголь. Кроме того, загрязнение среды обитания увеличивает риск возникповения этиойоги- 
чески обусловленных заболеваний. Например. во многих регионах. особенно в круппых горо- 
лах, отмечлется рост серлечно-сосудистых заболеваний. бронхиальпой астмы. парушений реп- 
ролуктивных функций. врожденных пороков развития у детей. нейроэндокрииной патологии. 
По-прежнему высока угроза террористических актов с применением химических веществ. 

В последнее время наркомания распространяется в нашей стране но законам энилемии. Ко- 
личество лиц. употребляющих наркотические срсаства за послелние 2 года. составляет 5 ман. 
нодавляющес большинство из них молодые люди в возрасге до 30 лег. Отличительной чертой 
современного оборота наркогиков в России явяястся расширение их ассортимеита. поскольку 
появляются многочисленные легальные лекарствепные срелстна, оказывающие одурманиваю- 
щсс действие при нспомьзовании их в больших дозах. кромс того, увсличивастся доля незакон- 
но производимых наркотических препаратов с высоким солержанием действующего начала (см. 
гл. 7.1). Поэтому химический фактор является одним из основных при оценке риска причине- 
ния вреда жизни илн здоровыо тражлан. Регламентирусмая закоподательными актами и четко 
организованная работа апалитической службы, осмисствляклцей химико-токсикологический 
анализ, позволяет контролировать уголовно паказуемые действия и способствовать оказанию 
медицинской помоши при острых отравлениях, а также эффективной дизгиостике и леченню 
больных наркоманией. Конечный результат работы химико-гоксикологических лабораторий 
преобразуется в юридический отвег. На территории РФ в соответствии с действующим зако- 
нодательством и ее международными обязательствами контролирустся оборот около 300 ниди- 
видуальных химических соединений, включая их соли. простые и сложные эфиры. природные 
и искусственные смеси, содержащие эти вешества. в том числе их лекарственные препараты. а 
также более 10 вилов высших растений. грибов. насекомых и пресмыкающихся. их части, про- 
дукты жизнедсятельности. а также продукты их кустарной или промьииленной переработки, 
инертный газ неон. разлнчные реактивы и ирекурсоры наркотиков. Все действия, связанные 
с законным и пезаконным оборотом наркотиков. регламентируются рядом законолательных 
документов, к числу которых отиосятся Уголовный. Уголовио-процессуальный и Гражданский 
кодсксы Российской Федерации, Федеральные законы Российской Федерации, постановления 
Правительства Российской Фелерации, а также ряд нормативных документов соответствующих 
ведомств (МВД, ФСБ, Министерства здравоохранения и социального развития — МЗиСР, 
Фелералыюй таможенной службы, ФСКН — Федеральной службы но конгролю за оборотом 
наркотиков Российской Федерации и др.. см. электронное приложение). 
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В соответствии с законом РФ «О наркотических срелствах и психотропных веществах» 1998 г. 
наркотическими средствами и пеихотроннымн веществами называются нешества синтетичес- 
кого или естественного происхождения, препараты, растения, включенные в «Перечень нарко- 
тических средств. психотропных вешеств и их прекурсоров, подлежащих контролю в Российс- 
кой Федерации» (лалес Перечень). 

К наркотическим средствам причисляются вешества и срелсгва. перечисленные в Елиной 
конвениии ООН о наркотических срелствах 1961 г.. а к психотропным вешествам — Конненнии 
ООН о психотронных веществах 1971 г. В соответствин с Конвенцией ООН о борьбе против 
незаконного оборота наркотических срелств и психотроиных веществ 1988 г. в указанный Пе- 
речень внессны прекурсоры паркотичсских средств и иснхотровных вешеств — вещества. часто 
используемые при производстве. изготовлении и переработке наркотиков. Согласно Уголовно- 
му кодексу РФ, ответственность за противоиравные действия с наркотическими средствами и 
психотропными вешествами одинакова. Действуюший в настояшее время Персчень утвержден 
постановлением Правительства Российской Федерации № 681 от 30.06.95. Все возможные из- 
менения и уточнсния в Неречне проводятся по прелложениям ФСКН РФ и МЗиСР России. 

Перечень состоиг из 4 списков. на которыс разбиты вкяючениыс в исго вешества в соот- 
ветствии с уровнем контроля над ними (см. электронное приложение). 

Список 1. Наркотические средства и психотропные вещества, оборот которых запрещен. 
Содержит около 160 паименований. В их число входят 42 нроизводпых морфинана, около 
30 нроизволных фенилалкиламина и амфетамнна, 20 пронзволных феннлиинерилина. 16 иро- 
изволных метадона. 10 ироизводных фентапила, 8 производных нидола. все известные произ- 
водные фенциклилина. Кроме того, в этот Список включены следующие растения и продукты 
их нереработки: 

+ мак сногворный (Рарауег хотийепии. 5р. Рарауегасеае), а также другие виды маков: вос- 
точный, прицвстковый. шетинконосный. содержащие алкалоиды: морфин, кодеип. тебаии 
или оринавин; млечиый сок (опий); маковая солома и экстракт маковой соломы, содер- 
жашис указанные алкалоиды: ацетилироваиный опий, героин; конопля (Саллађіх хайа, хр. 
Саппађіпасеае): 

® каннабис (марихуана): ғашиш (анаша. смола каниабиса): масло каннабиса (гашишное мас- 
ло): тетрагилроканнабинолы (все изомеры): 

»® каг (мололыс побеги с листьями вечнозеленого кустарника кат съелобный — Саша гаи! 
Гогуҝ); 

• кокамновый куст ( Егуйгохуон соса [.); лист кока; кокаиновая наст; 
плодовые тела грибов, содержащие псилоции и псилоцибин: 
кава-кава (Ррег теѓумісит); части растения в составе биологически активных добавок к 
пише (включены 01.01.04). 

Сюла отнесены также все смсси указанных обьектов. их изомеры, соли. эфиры. сели сушсст- 
вование таковых возможно. Использование объектов Синска | лопускается только по снени- 
альпым лицензиям в качестве стандартных образцов (репериых веществ) в научной и учебной 
работе. экспертной пракгике и оперативно-розыскной деятельности. 

Список 2. Наркотические средства и психотропные вещества, оборот которых ограничен. 

Список 3. Психотропные вещества. оборот которых ограничен и в отношении которых допус- 
кается искаючение некоторых мер контроля. В исго включены широко распространенные ЛС: 
бупренорфин. кодеин. морфин. кокаин. пентазопин, промелол. иросидол, амобарбитал, кета- 
мин, хальшион, натрия оксибутират и т.п. (более 60 соединений), а также их соли, сушествова- 
ние которых возможно. Работа с этими срелствами проводится по специальным липензиям, а 
разработка, производство, ввоз/вывоз. расирелеление и уничтожение — только специальными 
государственными предприятиями и организаниями. 

Список 4. Список прекурсоров, оборот которых ограничен. В него вхолят: ангидрил уксусной 
кислоты. антраииловая кислота. п-аистилаитраниловая кислота. ацетон. изосафрол. красный 
фосфор. лизергиновая кислота, п-метилэфелрин. 3.4-метилеилиоксифенил-2-пронанон, мс- 
тилэтнакстон (2-буганон). порисевлоэфедрин. нерманганат калия. пиперональ. пиперидин. 
псевдоэфедрин, сафрол, серная кислота, исключая се соли. соляная кислота. исключая сс 
соли, толуол, фенилуксусная кислота. фенилиронаноламин, 1-фенил-2-пропанон, эргометрин 
(эргоповин). эрготамин, этиловый эфир. эфедрии. включая соли, образование которых солей 
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возможно. В настоящее время уточнястся порялок работы с этими реагситами и растворителя - 
ми. чтобы избежать сложностей на химических предприятиях, в многочисленных лабораторн- 
ях. в сфере бытовой химии. 

Кроме всшеств и средств. приведенных в Перечне, в соответствии с законодательством Рос- 
сийской Фелерапии действуют списки сильнодействующих. ядовитых, одурманивающих ве- 
шеств, излаваемыс Постоянным комитетом по коитролю наркотиков (НККН). а также сводная 
лаблина заключений ИККН об отнесении к небольшим. крутым и особо крупным размерам 
количеств наркотических срелств, психотропных и сильнодействуюших веществ. обнаружен- 
ных в незаконном владении или обороте (см. электрониое приложение). 

В Список сильнодействующих вешеств, но состоянию на 01.07.06, включено свыше 100 
наименований. срели которых лскарствсиные срелства. некоторые вилы лекарственного расти- 
тельного сырья: рожки снорыиьи |5Зесе сотигит — склероций триба Сіоъсеру риғриғеа ( Еттех), 
Тиіаѕпе. сем. Самсриасеаев]. трава эфедры ( ега Еррейғае — мололые побеги слелуюших видов 
кустаринка эфелра: хвошсвилная. срелняя. рослая. пвухколосковая) и кава-кава. растворители. 
в том числе часть ирекурсоров: пиперидин. толуол. хлороформ, этиловый эфир. В этом списке 
доминируют производные бензолназенина (35 изименований). эфедрин. псевлоэфелрии и нх 
пренараты (болес 20 наименований). барбитураты (12 наименований). Кроме того, в список 
включены известные ЛС; клофелин. мепробамат. тсофиллин. солуцие. циклолол. а также на- 
кеты. именуемые «тайские таблетки» для похудения. более 10 анаболических гормоиов и их 
сложных эфиров и лр. Оборот сильнолействующих вешсеств регулируется нормативными доку- 
менгами МЗиСР России, а вся леятельность осмцесгнлястся при наличии лицензий. 

К списку яловитых веществ. но состоянию на @1.07.06 отиосят: соли ртути и ртуть мстал- 
лическую. промеран, соли мышьяка, в том числе натрия арсенат. стрихпина нитрат, а также 
слелующие растения, животные и продукты их переработки: акопит [разничиые вилы Асонйшии: 
реповилный (4. марейиз$). каракольский (4. КагаКойсит). яжуигарский (А. уоопротсит)| и ос- 
новной алкалоид аконитин; сумму алкалоидов красавки (Игора БеЙа4онпа 1. и Агора саисахіса 
Кг.. сем. пасленовые — Зо@насеае) и основные алкалоиды: гиосииамин, скополамин: экстракт 
чилибухи (5уейно5 пих уописа [., сем. логапиевые — [огатасеае) и сто основные алкалоиды 
брунин и стрихнин; яд змеиный и пчелиный, а также продукты их переработки и др. 

В Список олурманивающих вешеств внесены смеси алкоголя в любых соотношениях с кло- 
фелином. димелдролом, барбитуратами или тропановыми алкалоидами. а также вызывающие 
олурманивание растворители и газообразные вешества: хлороформ. эфир. толуол. хлорэтил, 
закись азота и криптон (см. электроннос приложеиис). 

Постановление Правительства РФ ог 07.02.06 № 76 «06 утвержлении крупного и особо 
крупного размеров паркотических срелств и психотропных вешеств лля пелей статей 228. 228-1 
и 229 Уголовного кодекса Российской Фелерании» (с изменсниями от 8.07.2006) угверлило 
соответствуюние размеры коптролируемых веществ. 

Постановление Правительства РФ ог 08.06.06 № 421 «О внесении изменений в иекоторые 
носгаповления Нравительства Российской Фелерации по вопросам, сиязанным с оборотом 
наркотических средств н неихотронных вешеств» внесло ряд изменений в Перечень наркоти- 
ческих срелств и психотропных ваисств. которые контролируются на территории Российской 
Федерации. 

Таким образом. нсего по Перечню и всем приведенным выше спискам проходит около 300 
индивилуальных химических соединений. а также все возможные их соли. простые и сложные 
эфиры, природные и искусственные смеси. содержашис эти вошсества. более [0 вилов высших 
растений и грибов. их части, а также продукты их кустарной и промышленной переработки. 

Ниже приводится перечсиь осповиых нормативиых локумеитов, которые регламентируют 
проведение экспергных (судебно-химических и клинико-токснкологических диагностических) 
пропедур в химико-токсикологических лабораториях (см. электронное приложение). 

• Уголовный кодекс Российской Федерации от 13.00.96. 
• Уголовно-процессуальный кодекс Российской Федерации ог 18.12.01. 

ФЗ от 04.07.03 № 92-ФЗ в колеке внесены изменения. 

Обстоятельства работы лабораторий нередко обусловливают примепение статей Гражданс- 
кого и Трудового кодексов РФ, а также кодекса «Об алминистративных правонарушениях РФ» 
и ряла других. 
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Федеральные законы 

№ З ог 08.01.98 «О наркотических средствах и исихотропных веществах»: 

е № 733-ФЗ от 31.05.01 «О государственной судебно-эксиертной деятельности в Российской 
Фелерации» (с изменениями от 30.01.01): 

№ 6 от 22.06.98 (релакция от 22.08.04) «О лекарственных срелствах», а также ряд других ФЗ 
РФ. 

Постановления Правительства РФ 
» № 231 от 06.05.04 «Об утвержденни размеров средних разовых доз наркотических средств и 

психотропных всшеств лля пелей статей 228, 228-[р и 229 Уголовного кодекса Российской 

Фслерации: 

е № 76 от 07.02.06 «Об утвержлении крупного и особо крупного размеров наркотических 
средств и психотропных веществ лля ислей статей 228. 228-1 и 229 Уголовного колскса Рос- 
сийской Феперапии». а также рял других постановлений Правительства РФ. 

Приказы МЗ РФ 
е № 233 от 05.06.96 «Об аккредитации клинико-диагностических лабораторий в качестве эк- 

снертных»; 

е № 289 от 05.10.98 «Об аналитической диагностике наркогичсских средств. психотропных и 
других токсичиых вешеств в организме человека»; 

е № 1021 от 25.12.73 «О ввелснии нового перечня токсических веществ, подлежащих сулебно- 
химическому исслелованию в лабораториях бюро судсбно-мелицинской экспсртизые; 

е № 45 от 07.02.2000 «О системе мер но повышению качества клинических лабораторных ис- 
еледований в учреждениях злравоохранения РФ»; 

е № 460 от 29.12.2000 «Об угвержлении устной документации токсикологического монито- 
ринга». Даи перечень наименований токсичных веществ, наиболее часто встречающихся 
при острых отравлениях, и их колы по МКБ- 14: 

• № 9 от 08.01.02 «О мерах по совершеиствованию организации токсикологической помощи 
населсиню РФ»; 
№ 23% от 26.07.02 «Об организации лицесизировачия мелицинской деятельности»; 
№ 16Г ог 24.04.03 «Об утверждении инструкцим по оргапизанции и пронзводству экспертных 
исслелований в бюро судебно-мелипинской экспертизы»: 

• № 220 от 26.05.03. Отраслевой стандарт. Система стандартизации в злравоохранении РФ. 
«Правила проведения внутрилабораториого контроля качества количественных методов 
клинических лабораторных исслелований с использованием контрольных материалов»; 

® № 305 от 14.07.03 «О мелицинском освидстельствоваиии на состояние опьянения» (с изме- 
нениями от 07.09.04). 

Приказы МЗиСР РФ 
• № Гог 10.01.06 «О виссении изменений в приказ МЗРФ от 14.07.03 № 308»; 

є № 40 от 27.01.06 «Об организации проведения химико-токсикологических исследований 
при аналитической диагиостикс паличия в организме человска алкоголя. наркогических 
средств. исихотронных и других токсических вещестн». 

Письма МЗ РФ 
е № 10-04/6-ииф. от 12.05.04. Исречень приборов для измерсиия количества (кониситрации) 

алкоголя, разрешенных к применению в медипинской практике; 

е № 10-04/6-инф. (лополисние} от 12.05.04. Перечень разрешенных к применению медиции- 
ских изделий аля скрининговых исследований наличия наркотических средств, психотроп- 
ных веществ и алкоголя в организме человека. 

Слелуст заметить, что, согласно приказу МЗиСР РФ от 10.01.06 № Е, кониеитрация обпару- 
жениых в моче исихотроиных веществ не имеет значения для вынесения заключения о состо- 
яния опьянения при наличии клинических иризнаков опьянения. Пункт 2.17 Приложения к 
приказу гласит: «Заключение о состоянии опьянения в результате употребления паркотических 
срелсів, исихотронных или вных вызывающих опьянение веществ выносится при наличии 
клинических признаков опьянения и обнаружении при химико-токсикологическом исследо- 
вании биологического объекта одного или нескольких наркотических средств, психотропных 
или иных вызывающих опьянение веществ или их метаболитов вне зависимости от их коннен- 
трации (количества)». В то же время в РФ отсутствуют официальные или рекоменлованные 
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пороги обнаружения наркотических и психотропных веществ в моче применительно к химико- 
токсикологическому анализу. Утвержление таких порогов крайне необходимо для корректной 
интернретации результатов химико-токсикологического анализа в сочетании с клиническими 
признакамн опьянения. Необходимо четко разделять такие основные понятия. как факг упо- 
требления тех или иных вешеств. кониситрания которых в моче может быть крайне низка. 
и клиническая картина оньянения, при которой в моче освидетельствуемых обычно обнару- 
живаются относительно высокие их концентрапии. За рубежом пороги обнаружения (сш-оЙ) 
наркотических и сильнолействующих вешеств в моче установлены. но они в разных странах 
различны (ем. гл. 7.Е). В настояшее время правомерность вынесения заключения о состоянии 
опьянения, вызванного неустановленным вешсеством. регламснтирустся приказом МЗиСР РФ 
от [0.01.06 № 1, хотя эго и являстся самым спорным вопросом при медицинском освидетсль- 
ствовании. Случаи. когла при наличии клинических признаков опьянения в биосредах обеле- 
дуемого не обнаруживаются исихоактивные веиества. могут быть объяснены отсутствием в ла- 
боратории современного аналнтического оборудования и/или иссовершенством утвержденных 
специальных методик. Начиная с 2006 г., мелипинское освидетельствование в РФ проводится 
на основании приказов МЗ РФ от 14.07.03 № 305 и МЗиСР РФ от 10.01.06 № Г. Подробиые 
методические указания в отношении клинико-диагностических тестов. лабораторных метолов 
исслслования в этих приказах отсутствуют, поэтому лабораторни в своей рабоге опнраются на 
локуменгы прошлых лет. например Метолическне указания Минздрава СССР от 01.09.88 № 
(6-14/33-14 «Мелининекое освилетельствование для установления факта употребления алкого- 
ля и состояния опьянения» и современную научно-метоцическую литературу (см. электронное 
приложенис). 

Другой важной проблемой является отсутствие в РФ официального порога содержания ал- 
коголя в вылыхаемом воздухе. В настояшее время ГД РФ готовит такой законопроект. За рубе- 
жом. практически во всех странах. пороги содержания алкоголя в вылыхасмом воздухе давно 
регламентируются и обычно составляют 0.3—0.5 мг/л (см. гл. 8.1). 

Из жидких биологических срел при освилегельствованнии для установления факта употребле - 
ния алкоголя и алкогольного опьяисния обычно исследустся моча. Однако в приказе МЗиСР РФ 
от 10.01.06 № 1 исследование мочи для этих целей не обозначено, в то же время в приказе 
МЗиСР РФ от 27.01.06 № 40 такос исследование регламентируются. Явное противоречие двух 
новых приказов, вышедших в свет в одно и то же время, затрудняет работу лаборагорий, 
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КЛАССИФИКАЦИЯ ТОКСИЧНЫХ АГЕНТОВ 
И ВИДЫ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 


Ялов в научном смысле мет, 
Амбруаз Огккт Тардье 
(1515—1879) 


2.1. НЕКОТОРЫЕ ПОНЯТИЯ, ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ТЕРМИНЫ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ТОКСИКОЛОГИИ 


«Всякому известно, что в способе производить анализ, прелиествующий паблолснию, один 
ум чрезвычайно разнится от другого. Анализ этот составляет сущность акта наблюдения. На- 
блюдателем слелуст пазвать нс того, кто только видит пахоляшуюся прел сго глазами вешь. а 
того, кто видит, из каких она частей состоит. Испоянить это хорошо — есть редкое дарование. 
Один человек от исвнимания или оттого, что наллежашим образом направляет свое внимание, 
ие замечает половины того, что видит; другой отмечает болес того, что видит. смешивая ви- 
димос е воображасмым или с выводимым; другой отмечаст род всех обстоятельств, но, будучи 
пеопытен в оценке их степени. оставляет количество кажлого обстоятельства неопределенным 
и неизвестным; ипой хотя и видит целое, по ислонко делит сго на части, соединяет в олиу 
массу веши. которые должны быть отделены, и разъединяет другие, которыс улобнее было бы 
рассматривать как одну вешь. так что результат тот же. а иногда и хуже того. как ссии бы он и 
ис пытался анализировать»*. Редким аналитическим дарованием обладал А. Тардье. знамени- 
тый сулебный мелик. сумевший химическими методами многократно доказать в суде отравлс- 
пия ядами, илентификация которых и сегодня в ряде случаев бывает загруднительна. Олнако 
именно А. Тардье на основании своей огромной практики сделал заключение: «Ядон в паучпом 
смысле нет». В пракгической деятельности супебные мслики. судебные химики. токсикологи 
нерелко используют термииы «яле или зяловитое вешсествог. Но какое определение можно 
ЦАТЬ понятию «ялд»? В начале ХІХ века основоположник научной токсикологии Матье Джозеф 
Бонавентура Орфила (1787—1853). химик. физик и врач. профессор и декан медицинского фа- 
культсға Сорбонны. писал: «Яд — вещество, которое в малом количестве. будучи приведениым 
в соприкосновение с живым организмом. разрушает здоровье или уничтожает жизнь». Ранее 
в ХУ вске носчелователь Аристотеля. Гиипократа и Галена выдаюшийся учспый Филиппус 
Аурслиус Теофрастое Бомбастус фон Гогенхейм — Парацельс сформулировал основы ятро- 
ХИМИИ: «ядо ПО своей сушности являстся химическим агситом;: необходимость н возможность 
эксисриментального распознавания химических агентов; обнаружение — необнаружение ядов 
обусловлено дозой химического агента (звсс есть яд... и только доза отличает яд от лекарства»); 
связь между природой химического сосдинсиия и их тсрапевтическим и токсическим дейс- 
твисм существуст. Но задолго до знаменитых слов Парацельса великий иранский поэт Рудаки 
(941 г.) написал такие строки: «Что ныне сналобьем слывет, то завтра станет ядом. М что ж? 
Лекарсгном этот яд опять сочтут больныс®. По мнению известного российского токсиколога 
проф. Н.В. Лазарева, «яды — суть вещества. которые вызывают повреждение немсханическим 


~ Милль Лжон Стюарт (1505—1072) — английскии философ и психолог. 
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путем» (1936). Согласпо определению судебного химика проф. М.Д. Швайковой. «ядовитым 
вешеством или „ядом“ называют (уеловно} такое всшество, которое. булучи введено в орга- 
низм в малых количествах и лействуя на пего нри определенных услониях химически или фи- 
зика-химически, способно вызвать болезнь или смерть» (1965). Каждое из приведенных, как и 
множество других извесгных определений. можно подвергнуть критике. Авторы солидарны с 
мнением токсикологон. которые считают. что термин яде следует исключить ия определений 
современиой токенкологии и. в частноети, с постулатом проф. С.А. Куценко «ядом становится 
любое химнческое вещество. если при соприкосновении с организмом оно пызвало заболева- 
ние (иптоксикацию) или гибель», 

В исследовательской и практической леячельносги как в РФ, так и за рубежом ториздо чане 
используются термины этоксиканть и «ксенобиотик® (часто как синонимы). Однако некоторое 
различие межлу этими понятиями сушествует. Токсикант — токсичиое химическое вансстно 
любой химической природы. способное нарушить гомеостаз биологической системы и оказа, 
на нес вредное влияние при взаимолействии, вызывая понреждение или гибель. 

Ксенобиотик — чужеродное нощество. ввелениое мобым путем в организм. 

В опубликованных в 2102—2006 гг. российских научно-метолических издиниях по токсико- 
логии (Лошалдкии Н.А.. Куценко С.Л.. Курляидский Б.^.. Филов В.А. и лр.) науку гоксиколо- 
гию трактуют как учение о токсичности и токеическом процессе. 

Токсичность — «свойство или снособиость химических вешеств. лействуя на биологические 
системы немеханическим путем, вызвать их попрежление или гибель». 

Токсичность проявляется как розульгат взаимодействия па молекулярном уровне токсично- 
го ещести, биосистемы и окружающей срелы. Каждый из участвующих объектов сложен. из- 
меичин в качественном. количественном и временном отвошении. Результаг пзаимолействия 
таких сложных перемениых вссгда рассматривается с вероятпостной точки зрения. 

Механизмы токсаческого действия химических соединений па организм человека рассмотре- 
пы в главе 3.2. Токсическое лействие веществ. регистрируемое на популяциовном и биогсоце- 
нотическом уровнях. называют экотоксическим (см. гл. 10). Результат токсического ясйствия 
вещества и компенсагорно-пписпособительиых реакций (адвитационных возможностей) ор- 
гапизма формирует ответ, или токсический процесс, развигие которого обусловлено многими 
факторами (рис. 2-Г). 

В табл. 2-1 приведены некоторые иримеры влияния различных факторов на проявление 
токсического эффекта. 


• Физические и химические свойства ТВ 
• Доза ТВ 
• Концентрация ТВ в биосредах 


Рис. 2-1. Факторы, онределниицие 
разпитие токсического процесса. ТВ — 
токсическое весстло. 
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Таблица 2-1. Влияние различных факторов на проявление токсического эффекта 


Факторы влияния Особсивостн влияния 


Возраст Устойчивость к гипоксии у детей до 5 лет высоквя. у подростков и 
стариков пизкая 

Пол Мужчины более чувствигсяьны к действью инсулина. никотина. 
фосфорорганических соелинсний. женшины — к лействию СО. мор- 
фина. барбитуратов. алкоголя 

Этническая принадлежносгі Скорость биотринефармаиии ксенобиотиков определяется отничсс 
кими различиями, которые связаны с генетическими особенностями 
(ем. гл. Зи 4) 


Нинивидуальная непереноси- По данным Американской мелииниской зссопиании. побочные ре- 
масть акиии на прием лекарств занимают 4—6-с место среди причин смерги 
в США. 


Решение проблемы: наличию у кажцого человеки генетического пас- 
порта (см. гл. 3 


Время суток Уч — минималыюе (тіп) содержание глюкозы в крови, 18 ч — мак- 
сималыьшюе (тах). 
16—18 ч — пип содержание гемоглобина в крови. 11—13 ч — тах. 
3-15 ч — утилизация гликогена в печени. 15—3 ч — его иакопление. 
При действии тепатотоксичных веществ выраженный эффект можно 
ожидать в 15-20 ч (пит гликогена и глюкозы)*® 


Гипербария При повышенном барометрическом давлении (гипербарии) усили- 
вается токсичность СО. алкоголя. пестинидов. мнопах наркотиков. 
развивается синдром взаимного отягошения 


Уровни шума и вибрации При повышенном шуме и вибрации усиливается токсичность СО. 
алкоголя. лихлорэтана. определенных наркотиков и лругих гоксич- 
ных вешеств 


* В настояшее время есть свеления об изменениях головых и лнедных ритмов функинональной зктипности репеито- 
ров. а также возрастных изменениях рсцспторпых систем (см. гл. 3). 


Токсичсский процесс проявляется метаболическими, пззоморфологическими. клинически- 
ми альтераниями (повреждениями). связанными с патогенетическим механизмом. посрелством 
которого действовало токсичиое вешество, совершившее химическую агрессию (см. гл. 2.4— 
2.10). Проявления токсического пронесса изучают на молекулярно-генетическом, клеточном, 
органном. организменном и попучяниониом уровнях. На организмениом уровис токсические 
процессы классифицируют как проиессы, формируюшисся по пороговому (интоксикация) или 
беспороговому (тератогенез) принципу. Послелний имеет вероятностный характер. 

Илтоксикация (отравление) — парушение функций оргапизма под влиянием токсиканта 
(яла). которое может привести к расстройствам здоровья или лаже смерти. Механизмы фор- 
мирования и особсиности течения интоксикации зависят от природы. дозы. способа ввеления 
токсикаита и других факторов (см. рис. 2-1). Интоксикации могут быть острыми. полострыми 
и хроническими. 

Острая интоксикация развивастся в результате однократного или повторного действия вешсств 
в течение ограниченного времени. подострая интоксикация — в результате непрерывного или пре- 
рываемого во времени действия токсикаита продолжитезьностью до 3 мес. хроническая интоксика- 
ция — в результате прололжительного действия гоксиканта (иногда в течение многих лет). 

К настояшему времени в мире зарегистрировано болес 10 млн химнческих всщесгв. более 
60 000 из них использустся в быту в виде лекарственных средств (4000). пишевых добавок (5500). 
иссгицилов. косметических препаратов, препаратов бытовой химии и т.д. (1500). По ланным 
на 2002 г., в РФ почва содержит 1 млрд тони отходов. зарегистрировано 268 511 отравлений, 
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из них 52 465 с летальным исходом (причина 40 000 из пих — алкоголь и лекарства), средний 
возраст погибших 27 лет, $2.7% из них погибли на логосиитальном эгане. 

По стенени тяжести интоксикацию полразделяют на тяжелую (угрожающую жизни), сред- 
ней тяжести (необратимое повреждение орпиюв и систем, приводяисе к инвалилности, лли- 
Іелыюму гечению. тяжелым осложнениям) и легкую (заканчивается полным вызлоровлением 
ностралавшего). 

Действие токсикаита может быгь местным (процесс развивается непосредственно на месте 
аппликации токсиканта), общим (в процесс вовлекаются многие органы и системы) и избира- 
тельных (специфическое поражение органа или системы. имеющих низкий порог чунствитель- 
ности к токсиканту). 

В профилактической гоксикологни припяты такие понятия. как «вредное всшество», пре- 
дельно допустимая коипентрания (ИДК). порог врелиого лействия и др. Вредное вещество — 
вешество, которое при контакте с организмом человека а случае нарушения требований без- 
опасности может вызв» производствениые травмы. отравления. профессиональные заболе- 
вания или отклонения в состоянии здоровья. обнаруживасмые современными методами ис- 
слелования как в тсченис рабочего стажа. так и в отлаленные сроки жизии настоящего н 
послелующих поколений. Порог вредного действия вещества (острого и хропического) — сго 
минимальная кониснтрация (лоза) в объекте внешней среды, при воздействии которой в ор- 
ганизме возникают изменения. выхоляниес за пределы физиологических приспособительных 
реакций. или скрытая (временно компенсированиая) патология. НДК врелных нсшеста в воз- 
лухе рабочей зоны — это концентрации врелных вешеств. которые при ежедисвной (кроме 
выхолных) работе в течение 8 ч или лругой прололжительности. но ис более установленного 
законолательством кажлой страны. нс могут вызвать заболеваний или отклонений в состо- 
янии здоровья. обнаруживаемых современными методами исследования, в процессе работы 
или в отдаленные сроки жизни настояшего и последующих поколений. ПДК. маскимальная 
допустимая концентрация (МДК). орнентировочпый безопаспый уровень вещества (ОБУВ) 
— юрилически утвержденные лозы всшеств. признаваемые для человека в условиях повселнев- 
ной жизни, аварийных ситуаций. на производстве. Они рассчитываются на основе принятия 
концепции пороговости. Дозу. ниже которой современными методами исследования нельзя 
обнаружить действие токсиканта на биообъект, принято обозначать как «пороговая доза». 

Зависимость доза-эффект распространяется на все уровни организации бносистем. Доза— 
эффект — зависимость наблюдаемого изменения в системе от содержания в ней токсичного 
вещества или кониентраини токсиканта в объектах окружающей срелы. 

Лоза-ответ — частота встречаемости наблюлаемых отклонений (ответов). достоверно огли- 
чающихся от нормальных уровней в изучаемой биосистеме. в зависимости от дозы токсиканта, 
поступившего в систему. или содержания токсиканта в объектах окружающей среды. 

Основной параметр зависимости доза-эффект лля конкретного токсиканта и опрелелению- 
го биообъекта — величина среднеэффективной дозы (ЕР) вещества. при действии которой на 
объект развивастся эффект. равный 50% максимально возможного. 

В клинико-токсикологических и судебно-химических исслелованиях интерпретация анали- 
тических результатов как юриличсского ответа невозможна без сравнительной оценки полу- 
ченных лаиных с общепринятыми и прелставленными в справочной литературе тераневтичес- 
кими, токсическими или летальными кониснтрациями в биожилкостях и тканях человека. 

Для ЛВ экспериментально установлено: чем шире терапевтическая зона безопасности (тте- 
рапевтическое окно. терапевтический индекс) — диапазоп. соотношение межлу эффективной 
лечебной дозой и дозой. приводящей к тяжелым. опасным для жизни побочным реакциям, 
тем безопаснее лекарство. Терапевтический индекс можст быть рассчитан по результатам ло- 
клинических исслелований как соотношение дозы, вызывающей фармакологический эффект у 
50% животных (ЕБ.,). и дозы. вызывающей гибель 50% животных (1р). О терапевтической 
широте препарата может свилегельствовать также и инлскс Брокз— Шнайдера — отношение 
дозы препарата. вызывающей токсический эффект у 10% животных (0). к дозе, оказывающей 
фармакологическое действие у 90% животных (ЕР). Е.В. Арзамасцевым и соавт.. предложено 
использовать коэффициент опасности, который обозначает риск (или вероятность) токсичес- 
кого действия вещества при назначении дозы, вызывающей у 90% подопытных животных ле- 
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чебиый эффект. Т.А. Гуськовой предложен метол по опеике безопасности применения ЛС в 
клинике па основании результатов доклинических токсикологических экспериментов. учиты- 
вакиний условия применения ЛС в клинике, — терапсвтическую дозу для человека и пролол- 
жительность лечения на основании определения наиболее чувствительных органов или систем 
к данному препарату при повторном введении. При изучении храпической токсичпости ЛС 
определяют наиболее чувствительные органы (органы-мишени) к данному препарату. Расечи- 
тывают суммарную дозу препарата в миллиграммах па | кг (мг/кг). вызывающую изменения 
структуры органа. Для учета скорости окислительных процессов (зависит от вида млекопи- 
такниих) используют известные коэффициенты пересчета дозы с каждого вида животных па 
человека. собранные в специальные таблицы. Определяют суммарную потенциально безопас- 
пую чозу препарата лля человека. алекватную дозе. вызываюшей патологические изменения 
в оргаиах-мишенях у животных. Полученную величину следует разделить па сугочиую дозу 
препарата. рекоменлуемую в инструкпии. и получить расчетный безопасный курс (РБК) при- 
менения препарата в клинике. На основании соотпошеиня РБК препарата и курса сго нри- 
менения. заложенного в инструкции по применению. вычисляется индекс безопасности (ИБ). 
величина которого можег служить критерием безопасного применения у людей. Чем выше ИБ. 
лем безопаснее ЛС. На основании величины ИБ лекарсивенные препараты лелят па классы 
опасности. Исслелования новых потенциальных ЛС направлены на получение одновременно 
эффективных и безонаспых препаратов. 

Терапевтическая концентрация — это кописитрация лекарсгвенного вещества в крови (сы- 
воротке или илазме) человска. ири когорой ирснарат оказывает эффективное клиническое 
действие без значительных побочных эффектов. Токсическая концентрация — это концентра- 
ция лекарственного или другого химического вешества в крови (сыворотке или плазме) чело- 
века. при которой появляются значительные токсические симптомы. Летазьная концентрация 
— это кониситрация лекарствениого или другого химического всшества в крови (сыворотке 
или плазме) человека. которая вызывает смерть или настолько превышает терапевтическую 
или токсичсскую концентрацию. что может вызвать смерть. Летальные концентрации лекарс- 
венных вешеств в крови трудно определить. Смерть может быть объяснима комплексом раз- 
личных факторов: отравлением на фоне склеротического поражения органов. интоксикацией 
на фоне синдрома абстинениии и др. (см. гл. 5). 

Кониентрации выражаются в: 

мг/л: 

мг% (миллиграмм-процент). равный мг/дл (миялиграмм на децилитр): 

мкг/мл (микрограмм па миллилитр). равный мг/л (миллиграмм на литр). 

Для исревеления в: 

мг/мл необходимо концентрацию, выражениую в мг, разделить на 100; 

мкг/мл нсобходимо концентрацию. выраженную в мкг%. разделить па 100: 

мг% необходимо концентрацию. выражениую в мг/л. разнелить на 10. 

Для того чтобы выразить концентрацию в единицах СИ в ммоль/л. необходимо концентра- 
цию мг/л разделить на молярную массу вещества. 


2.2. ЧТО ПОНИМАТЬ ПОД ЗАВИСИМОСТЬЮ 
СТРУКТУРА-ТОКСИЧНОСТЬ? 


Зиание физико-химических свойств токсикантов позволяет правильно оценить многообра- 
зие их химических превращений. происходящих в организме. в том числе при пзаимодействин 
со структурой-мишенью (см. гл. 3.2), выбрать способ решения аналитической задачи обнаруже- 
ния и количествеиного определения токсикаита в биосредах (см. гл. 5) и при необходимости — 
методы детоксикации (см. гл. 2.5). 

Химические вещества характеризуются разной токсичностью, которая может различаться в 
тысячи и десятки тысяч раз (табл. 2-2). 
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Таблииа 2-2. Токсичность различных вешестн при однократном поступлении их в организм 


>. Токсикант | н" Токсичность. мг/кг массы теда | Молекулярная масс == 
Токсин ботулизма А 0.00003 900 СОР 
Токсин столбняка 0.00 ЕТТ 
Ришві 0,02 66 0(Ю 
Дифтерийный токсин | 0,3 72 ию 
Афлатоксин В, т |312 
Курарин | 500 | 696 
Стрихиии Г 500 Е 
Инкотни 1000 Г №2 
Циаинстый натрий 10 дп 49 
Фенобарбитал | 100 000 232 


Природа всшества определяст его токсичность. Можно выделить многие свойства токсикаи- 
та, влияющие на изменение сго токсичности. однако пи олно из пих пе булет определяющим. 
Что следует попимагь, воворя о связи структуро-—токсичпость (активность)? Структура — 
строение молекулы вешества, опрелелякиисе вес сго физические и химические свойства. Био- 
органическая химия исследует взанмосвязь структуры с физическими. химическими и биологи- 
ческими свойстнами вещества, учит ирелсказывать его спойства но структурной формуле. Нсоб- 
ходимые рекоменлацни можно найти в современных руковолсгнах по биоорганической химии п 
базах ланных. Акпшвность (в гом числе токсичность) — взаимодействие вещества с рецептором. 
Действие токсиканга прелетавляет собой сложный многостуиенчатый процесс, в котором его 
ассоциация с рецептором является линь начальным этаном реализации биологической актии- 
ности. за которым слслуют лальшейшие события, в конечном счете могущие проявиться ий 
виде ингоксикации (см. гл. 3.2). Поэтому о влиянии строения вещества на его лействие умест- 
но говорить, только если рассматривается действие па рецептор. Трулами многих вылакинихся 
ученых ХХ века. в том числе и наших соотечественников. прелложена обобиенная концепиия 
регуляторных механизмов функиий клетки. «Реиенторы — это генетически дегермииированные 
мобильные. лабильные главным образом белковые структуры, функции которых закл ючахтг- 
ся в „узпавании“ химического сигизла и послелующей его трансформапии в адекватный ответ 
клетки» (П.В. Сергесв. 1999). Первоначально имсет место «узнавание» рецептором соответетву- 
ющего лиганда. которое характеризуется специфическим взаимодействием молекул-паргнеров с 
высоким сродством лруг к дргу. В результате этого взаимодействия реализуется вторая функция 
рецепторов — трансформания полученного сигнала в биохимическую н затем в физиологичес- 
кую реакиию живых систем. Рецепция, обсспсчиваюшая восприятие и нередачу информации 
клетке для формирования адекватной отвстиой реакции при возлействин какого-либо химичес- 
кого сигнала, является важнейшим гомсостатичсским механизмом па клеточном и субклсгочном 
уровнях. Большиистло реценторов представляют собой белки, их агрегаты и комплексы е нукле- 
иновыми кислотами или определенные низкомолекулярные вещества (см. гл. 3.2). Химический 
агент реализует свой эффект через взаимодействие с рецептором. который располагается либо на 
поверхности клетки, либо в одном или нескольких участках внутри исе. В ответ на возбуждение 
рецептора изменяется функция многих клеточных органелл и метаболических систем. 

Существуют различные классификации реценторов. Возрастающий уровень зпаний в облас- 
ги биохимии и топографии репенторов отражастся и в их ранжироваиии (сравните табл. 2-3: 
2-4 н 3-1). 

По ирнишииу выполияемых фупкинӣ рецепторы делят на дре группы (табл. 2-4). 

Деление па основные репепторы и рецепторы-модуляторы лостаточно условно. кроме того. 
основные рецепторы могут функционировать и взаимосвязанио. Рассмотрение только очиюго 
типа ренситоров пслостаточно для понимания всех возможностей регуляции интегрального 
ответа клетки. 
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Таблния 2-3. Клеточнан локализация пенепторов и их сопряжениость с биосгрукгурами П.В. Сергеев и 


ар.. 1999) 


Литанаы 


Белково-пеигилные 
гормоны. биогенные 
амины, янетилхо- 
лин. бензодиазепины. 
нмнирамни. опиаты. 
степоилные гормоны. 
просгагланлины“ 


Лннопротениы низкой 
плотное ги. гликоиро- 

теины. фибрии. коба- 

замии 


7 Локализания 


|] рецепторов 
Плазматничсская мемб- 
рана 


Пчазматичсская мемб- 
рана 


Регуляния числа 
рспепторов. 
‹Раруляния синзу» вы- 
явлена во всех случаях 
(ингернализация) 


Зависимость связыва- 
юшей способности от 
концентрации двухва- 
лснтгиых Ноно 


| Механизм 
{_ функішонирования 
Индукния образования 
или ингибирование обра- 
вания 

НАМФ или нГМФ 
Изменение ппонннаемос- 
ти для ионов К’. СГ. Ма” 
или Са: 

Измепение обмена фос- 
\фолинизов 


Интсриализания лиганда 
в клетку 


Стеронлные гормоны Цитозоль Ялерная транслокания 

всех классов?" Изменение транскрииции 
генома 

Тиреонлные гормоны Ялро Изменение транскрийини 


генома 


*Дая некоторых вешеетн на плазмазических мембранах смшествуют два класса репситоров. один из которых приннмает 
участне и опоспедовании действия на активность мембранных ферментов н проницаемость нонных каналов, а лругой 
обеснечпинает их иитернализаиию. 

**Прирола репенторон стероилных гормонов. опосрслующих их влияние на активность мембранных фермептов. изу- 
чена неластаточно 4ем. гл. 3). 


Таблица 2-4. Классификация реиситоров по приннийу выполняемых функций 
Основные рецепторы. опосредукиние | Рецеиторы-молуляторы, опосредующие действие | 
лейспию лиглилов ни эффекторы | лигаилов на фуикиню других ренепторов 


Алренергические Опиатные 
Хоаинергические Пуриновые 
Дофаминергические Бензолиазепиновые 
Гиегаминергические Имипрамвиовые 


Серотонинергические 
ГАМКергические. 
Гормональные рецепторы 


Примечанис. В табл. 3-1 (см. 17. 3) показана связь реиситаров. их агопнетов и аптагонистов. ГАМК — гамми-ими- 
номасляния кислота. 


Реценторы не метаболизируют токсикант. а сами претерпевают обратимые химические из- 
менения. вызывающие послелующие ступенчатые химические процессы. которые в свою оче- 
рель и приподят к определенному (например, токсическому) консчиому эффекгу. 

Длительность и селективность взаимодействия определяются особенностями химической 
приролы и токсиканта. и репегчора. а также типом связсй межлу ними. Это ковалентные. 
водородные. ионные связи, дитоль-дипольное или дисперсионное взаимодействие (рис. 2-2). Обра- 
зование или разрыв любой из этих связей — химическая реакция. протекаюицая с заметным 
изменением энергии. Токсиканты релко образуют прочную ковалентную связь с реисптора- 
ми. Чаше происходит образование клатратов. прелставляющих собой физическое включенис 
молекул токсикантов в «карманы» (изгибы) молекул биополимера. Проявлению клатратного 
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эффекта в зпачительной мере сиособствует образование пековалентных связей. Если (в боль- 
шинстве случаев) проявление биологического эффекта ие связано с образованием ковалентной 
связи. то мегаболизм гоксикантов всецело определястся разрывом ковалентных связей в его 
молскуле. Координационная связь являстся разновидиостью ковалейтной связи. образование ко- 
торой часто происходит в результате многих биохимических реакций. Это связано с процесса- 
ми снитеза, преобразования и разложения белков, реальную возможность протскания которых, 
их направление и скорость нередко обусловливают ноны мсталлов (см. гл. 8.5). Водородные 
связи образуются лишь при очень малом расстоянии межлу взаимолействующими атомами и 
лостагочно строго ориентированы в пространстве. поэтому они облалают высокой избиратель- 
ностью и иаправлеиностью, что очень важно при связываиин токсиканта с рецептором. Кроме 
того. водородные связи во мпогом ответственны за формирование простраиственной структуры 
биополимеров (белков. полисахаридон. пукленновых кислот) и протекание важнейших биохи- 
мических процессов. Связи, обризованные электростатическими силами (с большим ралнусом 
действия). также играют существенную роль при взаимодействии токсикаитов с реценторами, 
Этот тип связей обеспечивает легкость обмена ионов. Прочность иопной связи уменьшает- 
ся обратно пропорнионально квалрату расстояния между разноименными зарядами, ие имея 
строгой паправленности в пространстве. В биологических средах, содержащих много копкури- 
руюших ионов. прололжительность существования таких связей может составлять 10% с имен- 
но вслелствие ионного обмена. За счет электростатичсского притяжения могут сушествовать 
связи между ионом и липолем или между лвумя диполями. Энергия диноль-липольного 
взаимодействия обрагно пропорциональна 3-й степени расстояния межлу частицами. Элект- 
ростатическое взаимодействие между токсикантом и ренентором тем ие менее может сушсс- 
твовать в теченис ллительного времени. особсино если расстояние межау ними способствует 
образованию еще и коротколействуюших связей, таких как диполь-дипольное и цисперсионное 
взаимодействие. Последнее возникает между исполярными молекулами в тех случаях. когда 
структура двух молекул дает возможность подойти друг к другу на достаточно близкое рассто- 
янис. Энергия ван-лер-ваальсовых сил изменястся обратно пропорииопальню 6-й стсисни рас- 
стояния межиу молекулами. Наличие в молскуле токсиканта ношизнрованной группы способс- 
твуст сближению молекул до расстояния. на котором начинают лействовать ваи-лер-ваальсовы 
силы. Этот тип связи, но-видимому, нмест первостепенное значение в сосдинсиии токсикаита 
с рецептором. Врёмениые (наведенные) диполи, образуюнтисся в атомах за счет колебательной 
энергии. индуцируют диполи в других. соседних молекулах. что в консчном счете и приво- 
дит к возникновению пригяжения между ними. Дисперсиоиные взаимолействия проявляются 
сильнее между молекулами с ллииными цепями. Таким образом, в результате тесного коитакта 
агента с ренентором межлу пими могут возникиуть достаточио прочные дисперснонные взаи- 
модсйствия. Две молекулы могут быть связаны друг с другом попными силами в одиой точке 
и ван-лер-ваальсовыми — в другой. как. например. при интеркалировании гоксикаитом ДНК 
(см. 1л. 3-3). чю значительно повышает прочносиь связи. 

Хорошо известно (1936). что одна и та же химическая группа в зависимости от свосго 
химического окружения может обусловливать лействие как агониста, так и антагониста (аце- 
гилхолин и тубокурарин). С точки зрения теории ренепторпых взаимодействий это хороно 
объяснимо. Агонисгы возбужлают реценторы. антагонисты блокируют их. При лействни на 
один и тот же рецептор меныная молекула точно соответствует участку связывания и активи- 
руст его. тогда как ббльшая молекула. перекрывая рецептор. оказывает блокирующее действие. 
Извесию много химических рядов. пизшис гомологи которых являются агонистами. гомологи 
с большим числом агомов углерода — антагонистами. 

Для проявления биологического действия наиболсе важными свойствами являются рас- 
пределение электронной плотности и стерическос строение молекулы токсиканта. Ог расирс- 
лелепия электроиной плотности зависит способность молекулы к ионизации. облегчающей 
или пренятствуюшей взапмолействию всшества с рецептором. Стерические свойства молекулы 
определяют сгепень ее комплементариости к репептору. Мпиогие токсикангы имеют в своих 
молекулах асимметрические атомы углерода и сушествуют в виле стереоизомеров. часто (но 
ие всела) проявяяюших различную активность (токсичность). Энантиомер с более высоким 
сролством к рецеитору называется эутомером. противоположный — дистомером (от греч. еи — 
хороший и 415 — плохой). Леповрашаюший К-изомер алреналина (т.е, эутомер) в 15 раз актив- 
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Рис. 2-2. Энергия различных типов хнмических связей вошсства с реисптором (Кес$ А.. Ѕісгпіете М.. 
2006). Рће — фенильный остаток. 


нее своего оптического правовращающего антипода (дистомера). Олин (левовращаюіний) из 
синтетических аналогов каннабиноилов проявляет в 4000 раз болсс высокую психотропную ак- 
тивиость. чем его правовращающий энзитиомер и приблизитсльно в 100 раз — чем природный 
{3 К, 4 В)(-)-^-тетрагилрокаинабинол (см. гл. 7.1). Принцип трехточечного взаимодействия: в 
рецепторе имеются 3 групнировки атомов. благоларя которым возможно связывание компле- 
ментарных атомных групп (атомов) хирального токсиканта (рис. 2-3). 

При любой пространственной ориентации только один из энангиомеров может связываться 
с рспситором полностью. другой имеет возможность объединения с рецептором лишь двумя 
своими атомными группами. Различный биологический эффект при взаимодействии рецеп- 
тор — токсикант может паблюдаться при связывании либо с тремя. либо с двумя лигандами. 
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Рис. 2-3. Обоснование различных фармакологическил свойств эвантиомеров (по Гойтапи её 21... 2(КЮ). 


Понятно, что достоверно прогиозировать ожидаемую активиость трео- и эритрофюрмы стерео- 
изомеров, рацематов, л-лиастереомеров или других стереоизомеров. различных конформсрон 
таксикантов можио только при изучении механизма образования снязи с опренелениым рецен- 
гором или рененторами. 

Многие лекарственные вешества ‘рубоминиин, адриамицин, акрихни и хингамин и др.). 
имея плоскую часть молекулы. интеркалируют в ДНК. вклиниваясь межлу парами оснований. 
Такой комилекс стабилизируется ваи-пер-ваальсовыми силами, а также ионными связями с 
фосфатными группами ДНК. что препятствует расплетанию цепей ДНК и се нормальному 
функинонированию. 

Ионы Си?”, №", Ре’. п>" и других металлов эффективно конкурируют с протонами за атом 
азота (или серы и кислорода) в содсржаших лонорные атомы лигандах. Стеричсские особенности 
образуемых комилексов способствуют увеличению их пронинаемости через клеточные мембра- 
ны и молулируют доступность подобных комплексов для разнообразных клеточиых рецепторов. 
С позиций мсталлолиганлного гомсостаза (см. гл. 8.3) токсичность многих лекарственных ве- 
ществ, имекиних в составе молекулы атомы азота, серы. кислорода, объясняется способностью 
хелатировать ноны металлов. Летальное действие нивнид-ионов вызвано образованием коорйн- 
национной связи с центральным атомом железа. хелазироваиным в порфирине. 

Репепторы и токсиканты могут изменять коиформании лруг лруга. Конформании реценто- 
ров (например, гликолинндиых) клеточных мембран человека изменяютсн под лействием ток- 
сикаптоп (например. неколорых бактериальных токсииов). Конформапионные изменения пе- 
релают приносимую биополимерами ниформанию через клеточную мембрину. Взанмояействис 
зоксина с перененторными олнгосахарилами, янляющимися кодируюшей частью гликолниил- 
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ного рецеитора. не вызывает конформационных измеисний в мсмбранс. Другис гликолинилы. 
химически родственные активирусмым, могут инактивировать токсины, конкурситно ингиби- 
руя их связыванне с реценторными молекулами. Одни токсиканты имсют жесткую сгруктуру. 
а пругис могут леформироваться пол лействисм рецептора. В свою очередь это может вызвать 
такую деформанию белкового ренелтора. что токсиканг входит в им же созланную в реиситорс 
полость («инлуклия соответствия»). Принции «инлукции соответствия» может как повьннать. 
так и значительно снижать токсическое действие вещества. Например. предложенный авго- 
рами настоящего пособия (Калетина Н.И., 1982. Калетин Г.И.. 1997) способ №-гликозили- 
рования и комилексообразования лекарственных азотсодержащих вешеств с рядом металлов 
позволил в 8—10 раз снизить токсичность исходных лгацдов, в том числе и за счет «индукции 
соответствия» гликопротсинового рецентора на мембране клетки. 

Стенень ионизации токсиканта (в той или иной среле организма) опрслеляст возможность 
сего проникновения через различные типы мембран. всасывания в опрелеленных отлелах же- 
лулочно-кишечного ‘тракта. взаимодействия с катионными или анионными пентрами ренен- 
торов. распределения в тканях и жидкостях организма. вылеления из бнообъектов с целью 
посаслующего анализа (см. гл. 4 и 5). 

Степен» ионизации токсиканта теоретически зависит ог двух основных параметров: рН сре- 
лы и рКа токсиканта. При реальных значениях рН биожидкостей степень ионизации токсн- 
канта зависит от многих факторов: липофильности, способности к сиенифической илн не- 
специфической сольватации за счет диполь-линольных или диснерсионных взаимодейсгвий 
соответственно, поверхностной активности, окислительно-восстановительных преврашеный: 
комплексообразования с белками. металлами и лр. Эти факторы обсуждаются в главах 4 и 5, 

Огромное число экспериментальных работ и фундаментальных трудов содержат информа- 
нию о взанмосвязи токсичности и фармакологической активности определенных классов сосли- 
нений с их физико-химическими свойствами и структурно-функционалыными особенностями 
рененторов физиологически активных вешеств. Эта область знаний требует междисииплинар- 
пого подхола. здесь сходятся интересы спепиалистов в области молекулярной натюлогии и 
криминалистики. физической химии и нанотехнологий. органической химии и лекарственного 
дизайна, сулебной медицины и аналитической химни. Вопросы взаимодействия вешества с 
рецепторами (рис. 2-4) обсуждастся в главе 3 и во второй части книги нри изложенин свойств 
отдельных токсикантов. 


2.3. ТИПЫ КЛАССИФИКАЦИЙ ТОКСИЧНЫХ АГЕНТОВ 


нце 16 сголстий назад была известна классификация греческого физика Диоскура; «Яды 
делятся на растительные. животные и минеральные». 

Известно множество чинов классификаций токсичных вошеств. в оспову которых положены 
разные принципы. Классификации токсикантов делятся на две основные групиы: общие, ос- 
пованные на принципе, пригодном для всех химических веществ. и специальные, отраижакицие 
связь между огледьнымн физико-химическими или другими свойствами веществ и проявлени- 
ями токсичности этих вешеств. 

1. Классификация токсикантов как химических сосдннений. вызвавших отравленис. Химн- 
ческая классификания. основанная на природе вешества, прелусматривает деление всех токсн- 
кантор па органические. неорганические н элементо-органические. По принятой междунарол- 
ной химической номенклатуре опрелеляются класе и труна этих вешеств. 

2. Классификания токсикантов. основанная на их происхождении. По этой классификанин 
токсикаиты лелятся на встшества естественного происхождения и синтезированные человском. 
Токсиитые вешества сстествеиного происхождения в свою очередь» подразделяются на токси- 
канты биологического происхождения и исбиологической природы (схема 2- |). 

3. Широко используется классификация токсичных вешсств. отражающая их практическое 
использование. 

» Промышленные ялы. используемые в произволстве: органические растворители {дихлор- 
этан). топливо (меган, пронан, бутан). краситсли (анилин), хладагенгы (фреон). химические 

реагенты (метиловый спирт}, пластификаторы и др. (см. гл. 8и 10). 
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зависимый 


Ма`-канал Инактизацию 
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Рис. 2-4. Примеры взаимодействия рецепторов с токсикаитами (подробиее см. гл. 7) (по І айтапп сі аї., 
2000). 
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• Ялохимикаты. используемые для борьбы © 


вредителями сельскохозяйственных культур: Токсикаты 
хлорорганические пестициды (гексахлоран. 

полихлориинен). фосфорорганические ин- ческой Небиопогической 
соктипилы (карбофос, хлорофос. фосфа- ст и природы 
мия. трихлормстафос-3. метилмеркаптофос), 


ртутьоргинические вещества (грапозан). про- Животного Растительмого 

изволные карбаминовой кислоты (сснин). М аль а об перу. 

В зависимости от назначения ялохимикатов 

{исстинилов) различают: 

— инсектинилы — уничтожающие насекомых: 

— акарипилы — уничтожаклние клещей: 

зоопиды — уничтожаюшис грызунов; 

— фуигициды — упичтожающие трибы: 

— бактеринилы — уничтожающие бактерии: сусма 2-1. Классификация токсичных вешесв 

— гербицилы — губительно действующие из — сстествениого происхождсния. 

растения. К гербинилам относятся также 
чсфолианты (аля уладения листьев расте- 
ний), дессиканты (лля высушивания рас- 
тений). репелленты — отнугивающие на- 
секомых (см. гл. 8.4). 

Лекарственные средства (см. курс фармакологии и гл. 7). 

Бытовые химикаты: пишевые добавки (уксусиая кислота), средства санитарии. личной ги- 

гиены и косметики; срелства ухода за одежлой, мебелью. автомобилем (см. гл. 8). 

Биологические — растительные и животные — (см. гл. ||). 

Боевые отравляющие венісства (БОВ): зарин, инрит. фосген, синтегические яды военной 

химии (см. Лошалкин Н.А., Курляпяский Б.А.. Восиная токсикология, 2006). 

Кроме этого, токсиканты классифипируот по натофизиологическому, гигиеническому, па- 
тохимическому. токсикологическому (разделение химических всшсств но гоксическому лейс- 
твию на организм) и другим нринцинам 

4. Общее признание получила гигиеническая классификация ядов: 

1 стснень — чрезвычайно токсичные, 6О., — 15 мг/кг и ниже; 
И степень — высокотоксичные, _0,, — 15—150 мг/кг; 

И стенень — умеренно токсичные. 0, — 150-1500 мг/кг; 
ІУ степень — малотоксичные, ГО. 1500 ме/кг 

ГЮ, указана при энтералыюм поступлении токсиканта 

5. В сулебиой медицине принята классификания отравлений. основанная на натофизио- 
логическом действии ядов. По этой классификации выделяются яды с резко выраженпым 
местным действием в области первичного контакта с тканями (елкие ялы); резорбтивные ялы, 
токсический эффект которых проявляется лишь после всасывания. Резорбтивные яды полраз- 
деляют на ялы крови. приволящие к биохимическим изменениям в нсй. и функциональные 
яды. обусловливаюіние главным образом функциональные изменения морфологии органа. Та 
кая классификация сугубо условна. 

6. Наиболынес значение для клинической токсикологии имеет токсикологическая классифи- 
кация — разделение химических нешсств по токсичсскому лействию на организм (табл. 2-5). 


Токсины выєших 
растений 


Таблниа 2-5. Гоксикологическая классификания 


Характер токсического Токснчные вещества 
возлействия 
Нервио-паралитическое Фосфороорглиические ипесктинилы, никотин. анабазин. БОВ 
Кожно-резорбтинное Дихлорооган, гсксахлоран. БОВ, мышьяк. ртуть в др. 
Общегоксическое Синильная кислота. угарный газ, алкоголь и др. 
Удушающсе Оксилы лзота. БОВ 
Слезоточивое п разяражаюшес Хлорникрин. БОВ 


Исихотическос Наркотики. атропии. БОВ и др 
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7. В токсикологии и сулебной мелиниие иснользуют также классификацию ядов по ил- 
бирательной токсичности. Согласно этой классификации яды подразлеляюг на сердечные, 
первные, неченочные, почечные. кровяные. желупочно-кишечные. легочные. Избирательное 
токсическое действие не отражаст несго многообразня клинических проявлепий, а лишь ука- 
зываст на главиую опасность для определенного органа или системы организма — основного 
места токсического воздействия. 

Х. При проведении химико-токсикологических исследований, например судебно-хмической 
экспертизы, токсичные вешества классифинируют ло методу изолирования их из биологических 
материалов (см. гл. %-11). В соотвегствии с этой классификацией выделяют групну пснеств. 
изолируемых дистилляпней (техинческие жидкости): группу вешеств. изолнруемых полкис- 
пеипым сииртом или полкисленной волой с послелукицей экстракиией (паркотики. лекарс- 
лвенные ирспарагы); группу веществ, изолируемых минерализанией (соли металлов): групиу 
ненесгв. изолирусмых лиализом (елкис вешестна): группу вешеств. изолирусмых особыми ме- 
олами (фториды). 


2.4. ВИДЫ ТОКСИЧНОСТИ 
2.4.1. Понятие о биологических маркерах 


Изменения в метаболизме предшествуют гистологическим измеиениям в тканях. Опрелс- 
ление индивидуальных рсакний организма на возлействие токсикаита до получения достовер- 
но фиксированных морфологнческих или гоксикологических изменений снособствуст ранней 
диагностике повреждений, пызванных химическим венеством. 

Количественные характеристики метаболических процессов и их связ, с генотииами. изме- 
нениями в окружающей среде. ввелснием ксснобиотнкон являются нраклическими залачами 
метаболомики и метабономики (см. гл. 3.6). Современный уровень развития лабораторной 
лнагиостики позволяет получить конкретные результы для каждого инлияндуума, олнойре- 
менно используя принпипиально различные методы исследования для определения функиио- 
пального состояния отдельных систем органилма. Такой полхол к диагностике предполагает ие 
механическое накопление показателей, а ничение их взаимных влияний. сочеганий, связи с 
клиническими симптомами и корреляции с другими показателями. 

Термин быомаркер (биологический маркер} обозначает измеряемое солержание токсикаита 
или его метаболитов. находящихся в оргапилме, а также событие. происходящее в биологичес- 
кой системе. отражающее возлействие токсиканта. 

Обычно вылеляют три внаа биологических маркеров: биомаркеры воздействия, биомаркеры 
э4иректа и биомаркеры чувствительносги. 

Бномаркеры используют с целью: 

• опрелелсния (или опровержения) негагивного эффекта, вызванного токсикантом; 

• опрелеления инливилуальной гиперчувствительности к конкретным химическим воздейс- 
твиям и, таким образом, прогнозирования рнска их применения; 

• опснки собляюления требований охраны окружающей среды либо эффективности профи- 
лактических мероприятий (применительно к группам людей, подверинихся иозлействию 
гоксиканта). 

Биомаркеры воллействия и эффекта являются доклнническими нидикаторами аномалий. 
межлу пими ие сушествусг четкого разграничения. 


Биомаркеры воздействия 


Биомаркером позлействия может быть гоксикант или сто метаболиты, присутстнуюиіне в 
биосубстратах человека (см. тл. 7-11). Шнроко иснольлуются в качестве биомаркеров адлукты 
ДНК — нродукты вззимолействия токсикантов или их метаболитов со структурными фраг- 
ментами ДИК. Аддукгы ДНК могут быль обнаружены н клетках кроии или тканей, а спени- 
фические фрагменты ДЇК могут выводиться с мочой (см. гл. 3). Другне макромолекулы также 
могуг полвергаться изменениям в ироцсссе образования алдуктов илни окисления, например 
образование азхуктон гемоглобина при лейслвии ряла токсикаитон. 
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Современные аналитические методы (см. гл. 6) позволяют достоверно и с высокой точнос- 
гью регистрировать биомаркеры воздействия в биологических жилкостях человека. 

Оненка биомарксров воздействия проволится с учетом токсикокинетических данных (см. 
гл. 4) и факторов. влияющих на абсорбиию. расирелеление. улерживанис и биотрансформацию 
химических сослинсний в организме человска. 


Биомаркеры эффекта 


Биомаркерами эффекта могут быть энлогенный компонент. изменение (нарушение) функ- 
ции органа иди системы органов. инликаторы парушения гомеостаза. 

Биомаркеры эффекта леляг на сненифические и иеспецифические. Спепифические био- 
марксры указывают на биологический эффект конкретноғо возлействия. Неспецифические 
маркеры не указывают на конкретную причину эффекта. но отражают обший, комплексный 
эффект комбинированного возаействня. Примеры биомаркеров воздействия или биомаркеров 
эффекта. используемые в токсикологических исслепованиях приведены в табл. 2-6 


Таблина 2-6. Биомаркеры воздействия и биомаркеры эффекта. исночьзуемые в локсикологических иссле- 
дованиях 


Биопробы Обьект определення | Цель исследования 
Биомарксры везлействия | 

Жировая ткань Дноксин Возлействие дноксина 

Кровь Свипен Возлействие свинца 

Кость Алюминий Воздействие злюмипия 
Вылыхаемый возлух | Толуая Возлействие толуола 

Волосы Ртуть Длительное воздействие ртути 
Сыворогка крови Бензол Воздействие толуола 

Моча Фенол Возлейетние фенола 


Биомаркеры эффекги 


Кровь Карбоксигемоглобии Воздействие оксида углерола (1) 
Эригрониты Цинк-протопорфирин Воздействие спина 
Смворотка крови Холиностераза Возлействис фосфорорғанических сослинений 
Моча Микронюбулииы Нефротоксическае воздействие вещества 
Лейкоци ну Аллукты ДНК Возлсйствис мутагспон 
Сыпоротка крови Активность холиизетеразы Возисйствис фосфорорганических инсектици- 
лов и карбаматов 
Сыворотка крови Активность? ферментов. прина-  Возлействис оргаиических растворителей (и 
длежеаних к семейству иитохро- | многих других токсикантов) 
ма Р450 
Сыворотка крови Сопержание белка металлотио- | Возасйствие каямия 
нина 


® Лктиннаст, ферментов опрелеляют косвенно т Уи путем введения исикства. лансломо метабализирусмого коикрст- 
вым ферментом. а затсм пролукт гилролиза илентифинируют н моче или плазме крони. 


Метабояическне слвиги в организме ваблюдаются и нри окислнтельтом стрессе. который 
вызывают мпогие токсиканты различпой химической нриролы, что сопровождается изменением 
активности ряла фермситных сисгем и накоплением продуктов перекисного окисления липи- 
дов (ПОЛ) (малонового лизльдегида. В-микроглобулина и др.). Например. выведение с мочой 
белков с малой молекулярной массой. таких как альбумин, может быть использовано в качест- 
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ве биомаркера ранней сталии поражения почск. Олнако проявление псфротоксичности может 
сопутствовать действию гемато- или гепатоксикантов. Другой пример. Белки теплового пюка 
(стрессорные белки. или белки стресса) часто образуются в ответ на самые различные вредные 
возленствия. в том числе химические (см. гл. 3). Сушествуют объективные высокочувствитель- 
ные метолы исследования нагувных биологических жидкостей для оценки состояния гомеостаза 
на молекулярном н надмолскуляриом уровнях. следовательно. и тяжести поврежлений. напри- 
мер метод лазерной корреляционной сисктросконии. основанный на изменсиии снектральных 
характеристик монохроматического когерентного излучения гелий-неонового лазера п результате 
свсторасссяния пири прохождении через лисперсную систему (плазма, сыворотка крови. моча. ро- 
гоглоточные смывы). Взаимодействие лазсра со свсторассспвающимн частицами. паходящимися 
в броуновском движении, расниряст спектр рассеянного света. причем изменение его частоты 
нронсходит пропорционально скорости движения частии, которая в свою очередь зависит от их 
размера. Лазерный корреляционный спектрометр (ИНТОКС. Санкт-Петербург) позволяет опре- 
пелять свегорассеивающие частицы размером от | до 19 000 нм. охирактеризовывать лисперсный 
состав конкретной биологической жидкости и классифипировать распределение часгии в соот- 
ветствии с выделенными информативными зонами спектра. В этот диапазон попалаюг практи- 
чески все биомолекулы и их ассопиаты. Нарастание плошалей низко- и среднемолекулярных зон 
ЛК-спектров свилетсльстнует о нреоблалании процессов биосубстранюй леградации, а высоко- 
и сверхнысокомолекулярных зон — о преоблалании проиессов биосубстратной полимеризации. 
В зависимости от увеличения (или спижения) нронентного вклала в свсгорассеяцие частии той 
или иной фракнии илентифинируют различные слвиги в обмене вешеств и гуморальном имму- 
питете: интоксикапионно-. катаболически-. дистрофически-. аллерго- и аугоиммуноподобные. 
При этом каждому симптомокомилексу соотвстстнусг несколько градаций. отражающих степень 
выраженности перечисленных спектральных сдвигов: начальную, умеренную и выраженную. Та- 
кая технология можсг подтвердить или опровергнуть наличис метаболических сдвигов, но не 
установить природу токсиканта (см. электронное приложенис). 

Как извсстио. индивилуальные особенностн организма обусловзивают различные последс- 
твия для здоровья одинакового воздействия малых доз потенциально вредных факторов. По- 
этому используют и другие парамегры оценки эффекта воздействия токсиканта — генную 
диагностику. прсимушества и трудности которой изложсны в главе 3. 


Биомаркеры чувствительности 


Маркер чувствительнюстн независимо от того. является он наследственным или индуши- 
рованным. должеи быть индикатором того, что человек чувствителен к эффекту поксиканта, 
сго метаболитов или грунны полобных соединений. Хотя особое внимание уделяется генети- 
чески обусловленной чувствительности, другие факторы играют не менсе важную роль. Ги- 
перчуветвигельность может быль вызвана как наследственными причинами. так и течением 
хронических и инфекционных заболеваний либо факторами окружающей срелы. Снособность 
метаболизировать отдельные химические вещества изменчива и определяется гспетически (см. 
гл. |. Зи 4). Например. окисление чужеродных химических вешеств осуществляется главным 
образом ферментами. принадлежащими к семейству нитохрома Р450. Другие ферменты путем 
конъюганни способствуют водорастворимости метаболитов (например. М-ацетилтраисфераза, 
глутатнон-5-трансфераза). Активпость эгих ферментов контролирустся ғспетически и варьи- 
руст в широких пределах. Поэтому восприимчивость к воздействию конкретного токсиканта 
связывают с генстической прелрасположениостью. Однако люди, страдающие хроническими 
заболеваниями. более чувствительны к лействию профессиональных или экогоксикаптов. чем 
зцоровые. Если заболевание или нредылущее воздействие токсичных химических нешеств вы- 
звало субклиническое поражение органов. то сопротивляемость новым токсическим воздейс- 
тниям булет, всроягио. ниже. В эгом случас биохимические инликаторы функний органов 
могут быть использованы как биомарксры восприимчивости. Индивилуальные привычки {ку- 
ренне, алкоголь) и нринимасмыс лекарства такжс могут вызывать повышенную восириимчи- 
вость к действию токсиканта. Например. при курении сигарег в организм обычно поналает 
значительное количество кадмия. При ирофесснональном воздействии кадмия у курильщика. 
в организме которого пакопилось достаточное количество этого металла, повыщастся риск 
развития заболеваиий почек. связанных с воздействием кадмия. 
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Существует ряд ограничений при использовании биомаркеров и нитерпретации данных. 
полученных с их участием. В первую очерель это влияние гепетических факторов. Многие 
биомаркеры были определены в опытах на животных. Токсико-кинегическая модель у дру- 
гих видов не всегла может быть перенесена на человека (например. трагические послелствия 
использования талиломила). В некоторых случаях применение бномаркеров возлействия не- 
пелесообразно (например. лля опепки химических вешесів с коротким жизнениым пиклом 
іп муо). Другие химические вещества могут денонироваться и длительное время не оказывать 
новреждакинего действия либо оказывать воздействие на органы и системы, опенка которого 
затрулнена с использованием стандартных пропслур (например. опрелеленное воздействие на 
нентральную нервную систему). Так. исследователи Кембрилжского университсга выявили два 
специфических белка-биомаркера. возможно. способные помочь в диагностике психических 
заболеваний. Образцы переброспинальной жилкости больных шизофренией и психическими 
расстройствами. в том числе вызванными рядом токсикаптов, были исследованы с помошью 
новых технологий — танлемных методов ВЭЖХ-МС-МС-ЯМР* (см. гл. 6). Один из маркеров 
установлен — это транстиретин ((тапзћугейп). 

Очснь важно знать нуть введения токсиканта, который определяет наличие (преобладание) 
в биологических жидкостях тех или иных метаболитов токсиканта, эндогенных маркеров воз- 
лсйствия и влияст на интерирстанию полученных результатов (см. гл. 4 и 5). 

Все вышесказанное свидетельствует, с одной стороны, о больной значимости проведения 
аналитической диагностики токсикантов и их метаболитов в биосредах человека. а с другой — 
о необхолимости учета многих факторов лля анекваиюй интерпретации резульгигов и получс- 
ния достоверных выводов при оненке стенсни возлействия ксенобиотиков. К таким факторам 
прежле всего относятся знание закономерностей токсикокинетики. механизма иззимолействия 
межлу токсикантом и мишенью биосистемы, а следовательно. структурно-функинональных 
особенностей органов и систем организма, наиболее активно участвующих в метаболизме ксе- 
побиотиков и подвергающихся их сильному воздействию. Поэтому пиже будут обсуждаться 
особо значимые лля решения указанных выше залач виды токсичносги. Во второй части книги 
при изложении свойств отдельных токсикантов обсуждаются и другие виды токсичиюсти. 


2.4.2. Гепатотоксичность 


Промышлсиные токсикаиты. лекарственные средства. природные токсины вызывают раз- 
нообразные по клиническим проявлениям и мсханизмам развития натологическис изменения 
в печени, ранняя диагностика которых затрулисна. Профилактика поврежлений печсни, вызы- 
васмых действием токсиканта. малоэффсктивна. что в значительной мерс связано с нслоста- 
точным уровнем знаний мелининских работников о побочном лействии лекарственных срелетв 
(см. гл. Ти 7). Многие ксенобиотикн снособиы вызывать разнообразные поражения печени, 
являющиеся олной из наиболее распространенных причин изъятия из обринения ранее одоб- 
ренных к применению лекарственных препаратов. Во всем мире ежегодно более 1 млн человек 
страдают от тюбочных эффектов фармакотерании. около 180 тыс. вследствие этого умирают, а 
экономический ущерб составляет более 136 млрд долларов в год. Частога лекарсгиенных иора- 
жений нечени неодинакова в разных странах. В Россин острые меликаментозные поражения 
печени выявляются у 2.7% госпитализированных больных и чаше всего связаны с приемом 
противотуберкулезных, антибактериальных. анальгетических. гормонапьных. нитостатических, 
гипотензивных и зитнариимических средств. В Апглии нервое мссто в этиологии печеночной 
нелостаточности занимаст парапстамол. оттесняя на второй изан острые вируспые гепатиты. 
В США сжегодно острые отравления парацетамолом. требуюшие госпитализапни, регистриру- 
отся с частотой 29 па 100 1900) населения. в Израиле — 57. в Великобритании — 209. В Европе 
за последние несколько лет 20 препаратов изъяты из обращения в связи с обнаруженными при- 
знаками гепатогоксичности. Европсйское агентство но онснке лекарственных срелсгв (ЕМЕА — 
Еигорсан Медетех Еуаюаноп Арепсу) подгоговило руковолство для специалистов фармацев- 
тической отрасли по методам выявления потенниальшой гепатотоксичносги лекарственных 


* ВЭЖХ-МС-МС-ЯМР -- высокозффсктивная жилкостная хроматография с гандемным масс-сисктральным летекти- 
паканисм и ялерно-мигиитный резонанс. 
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срелетв до начала нх клинических испытаний. До сих пор ни в олном из сушествуюних ру- 
коволств не обсуждаются на этапе доклинических исследований методы определения и сбора 
сообшений о гспатотоксичности. обусловлениой лекарственными средствами. К сожалению, 
большинство токсических поражений печени протекает скрыто. клинически их трудно отли- 
чить от других заболеваний печени. Если лекарственное поражение печени вовремя нс диа- 
гностировано и прием меликаментов прололжается. тяжесть поражения многократио возраста- 
ет. Смертиость при токсических генатонагиях достигаст 5%. а при отравлениях парацетамолом 
даже в певысоких лозах {4—12 г) — 19%. 

Гепатотоксичиость — это действие токсикангов па организм, при котором происходят 
структурные и/или функциональные нарушения исчени. Большому числу соединений различ- 
ной химической природы свойственна гепатотоксичность (табл. 2-7). 


Таблиия 2-7. Генатотоксикииты 


1 


Групна Токснканты 
‚_ токсикантов ья адь з =. 
Промышленные Алифаитические углеводороды: гентан 


токсикан гы Аромптические углеполюролы: Сснзел, анфеиил. пафталии. стирол. толуол. ксилол 


Аикратическис гачогепировапиые углсволородм: чстыреххлористый углерой. хло- 
роформ. либромохлораропан. лихлороэтан. либромоэтан, этиленднбромил, лилеи- 
лихлорид. меғийбромил. мстилхдорид. нрониленхлорил. тетрахлороэтан. истрахло- 
роэтилен. трихлороэтан. випилхлорил 


Ароматические галогепироваиные углеволоролы: бензилхлорид., пояихлорировани- 
ные дифенилы. хлоробензоя, хлорированные пафизнаны. полибромироваиные 2и 
фенилы 


Фенол и сго производные: фепол, крезол, пиролаллол 


Алкоголи: аллиловый спирг. этиловый спирт. этиленхлоргиарии. пептиловый спирт, 
этиленеликоль и сго производные 


Простые эфиры м эпоксисосдинения: дмоксап. эпихлорі ндрин. этилспоксид, тио- 
ловый эфир 


Карбоновые кислоты. их зигидриды и сложные эфиры: фталиевый апгилрид, ме- 
тнлацетат. отиланетат, нропилапетат, изоппониланстат. бутилаистат. амиланстат. 
этилсалиниллат 


Цианиды и нитрилы: ацстонитрил, акрилонитрия 
Алифатичсскис амины: этаноламии, этилснлдиамин 


Ароматические амины: 2-ацетаминофлюран. 3.3-лихлорбеизилин. 4-диметиламино- 
азобензол. 4,4-метиченбис-2-хлораинлин 


Нитропроизволные: питромстап, 2-питропронан, иитропарафииы. нитробсизол. 
линитрабензов, динигроголуол. трипитротояуол, нитрофенол. динитрофенол, пик- 
| риновая кислога 


Азотсойержашие соединения различных классов оргапичееких вешесгв: диметил- 
нитрозамии. лиметилформамил. гилразин ц его производные. пирилии. димстил- 
‚ анцстамил 


Неметаллы: бор. фосфор. мышьяк. селен 
Галогены: бром 


Металлы: бериллий. висмут. калмий. хром, медь. германий. железо. пикель, таллий, 
олово и Ар. 


Пестиниды: дипирияилы (паракват, дикват), ДДТ и лр. 


Сосдиисния различной приролы: фосфви. В-пропиолактои, ссроуглерол. лиметил- 
сульфат. меркаптаны. теграметилтиурам лисульфил 
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Окончание тайл. 2-7 


Природные Афлаоксины. охрагоксины. рубратоксины. аманитии. Фаллоилин н ар. 


ТОКСИН - 
Бактериальные токсины; экзотоксины труипиы клострилиум. гемолитического стреи- 


тококка, этнонины и др. 


Лекарственные Апалыетики и нестероилные противовоспалительные срслства: аџетамипофеп. са- 
ерелства лицилаты. инлометаиии. фепилбутазой. ибупрофен. фенилбутазон в др. 


Анестетики: галолан. мегоксифяюран. хлороформ. никлоиропан и лр. 
Ангибактериальные срезства: нитрофураны. сулыраннламианые препараты и др. 
Антибиотики: хлорамфеинкол, рифампиции, тетрациклин и лр, 
Анниконвульсанты: фенитови, фепобарбитал. мегаднон и др. 


Серлечно-сосулистые средства: антикоазгулянты. минилин. нрокаинзмил. верзиа- 
мил. нифелниии. метиллопа. кантонрил. диуретики. амиоларон и др. 


Протнвовирусные средства: нитарабин. пиларабин и ар. 
Противоопухолевые прензраты 


Пропшотуберкулезные ерелетва: пиклосерин. изоиназил. р-ачипносалицилювая кис- 
лота и лр. 


Протозооциды: әметин, метронидазол и др. 


Асихогропные прспараты: фенотиазины. тпоксаитепы. бугирофенопы. бепзодиазе- 
пины, ингибиторы МАО, трициклическис антидепрсссанты и др. 


Фунишиды: гризсоирульвин. амфотсринии, 5-флюороцитозин и др. 


Разные: колхнции, аллопуринол. цимстилин. лисульфирам. витамин А, 2.3-димер- 
| каптопропанол, нли британский антилюизиг (БАЛ), пенигидламин и др. 


Болыной перечень только химических классов вешеств, обладающих гепатотоксичнослью. 
вполне объясним. Печень — основной орган. огветствспный за биотрансформацию абсорбиро- 
щиииях во внутреннюю срелу ксенобиотиков. Биотрансформация токсикантов осуществлястся 
посрелством химических реакций различного механизма действия (см. гл. 3 и 4). следствием 
которых нередко является повреждение нечсии. 

Вешества, вызывающие поражение печени, можно разделить на две группы. 

е Облигатные генатотоксиканты — всшества. вызывающие дозозависичый эффект. воспро- 
изводимый в опытах на экспсрименгальных животных. Прогнозирусмая и зависимая от дозы 
токсичность характерна для веществ. которые метаболизируются іп Муо с образованием не 
менее токсичных метаболитов. Такой тин токсичности проявляется при приеме всшества в 
лозе, превьинакиисй емкость систем биотраисформации (передозировка, дефицит субетра- 
тов конъюгации и коферментов. ферментов. необходимых пяя детоксикации). а также пол 
влиянием инлукторов и/или ингибиторов ферменгов (см. гл. 4). 

» Идносннкратические гепатотоксиканты — вещества, поврежлающие печень у чувствитель- 
ных к определениым сослинениям индивилуумов. Эффект не воспроизводится в эксис- 
рименте и не носит дозозависимый характер. Илиосинкратическая гепатотоксичиость нс- 
прелсказуема. связана с образованием гаптенов. вызывающих иммунное поражение печени 
у чувствительных лиц, н не зависит от дозы ввеленного вешссгва. Молекулярной осповой 
илиосинкратической гепатотоксичности могут быть различия в активности мегаболизирую- 
ших ферментов. лефекты иммунной системы и тд.. например генетически обусловленные 
низкий уровень интохрома Р4502126 и/или яефннит ферментов конъюгации. в частности 
изоферментов МІ и ТЕ глуғатион-5-трансфсразы. Илиосинкратическая гепатотоксичность 
сопрождается системными проявлениями гиперчувствителыюсти: высыпаниями. лихорал- 
кой. эозинофилней и отличается быстрой регрессией симптомов после прекрашения взаи- 
модействия с токсикантом, Аллергичсская гепатопатия лалеко не всегза развивается на фоне 
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системных проявлений (манример. иминазип, эритромниин. галотан. изониазиа, вальпро- 

евая кислота не лают системных реакний), Часто идносинкрагические поражения печени 

регистрируют у лин. работакиних на химических и фармацевтических производствах. 

Патологические состояния печени, обусловленные действием химических веществ раз- 
личной природы. можно классифицировать как иитотоксические или холсстатичсские. Ди- 
тотоксические повреждения нечени проявляются некрозом, стсагозом. каниесрогенезом. хо- 
лестатические — нарушением секрепии желчи, развитием желтухи. Часто поражения печени 
химической этиологии имеют смешанную форму. Прелшествующие повреждения печенн алко- 
голсм, внрусной инфекцией повышают чувствительность к гепатотронным ядам. Токсический 
эффект усиливаегся при бактериальной иифекпии. дефиците белков в пише. 


Морфофункциональная характеристика печени 


Кровь в печень поступает но двум сосудам: артериалымя кровь — по неченочной аргерии 
(20-309 получаемой печенью крови), а венозная кровь — по портальной вене (70-80% полу- 
чаемой неченью крови). отток крови нроисхолит по печеночной вене. Гепатониты омываются 
смешанной кровью. находящейся в синусоилах 

Морфофункциональные единниы печени — классическая и нортальпая дольки. а также 
ацинус (рис. 2-5}. 

Классическая лолька. Эта морфрофункииопальная единица имеет гексагональную форму. 
В центре расположена центральная вена. к которой сходятся печеночные тяжи. состоящие из 
генатонитон. Между тяжами залегают синусоиды. В области стыков пескольких классических 


долек расположена портальная зона. 


Рис. 2-5. Кропообрлиение в печени 
(Афанасьев Ю.И. и соапт.. 2004) 

| — печень: 2 — селезеика;: 3 — полже- 
лулочная железа: 4 — ивеналиаиииерс- 
тная кишка; 5 — поперечная ободоч- 
пая кишка; 6 — пижняя нолая вена: 
7 — брюшная аорта; 8 — неченочная 
артерия: 9 — воротная вена; 10 — 
общий желчный иролок: || —селезе- 
ночная вепа; 12 верхияя брыжсеч- 
ная вена: 13 — нижняя брыжеечная 
нсил: 14 — вена полжелулочпой желс- 
зы: 15 — вены кишечиика: 16 — жел- 
чный пузырь; 17 — пузырный проток; 
18 — общий печеночный проток: 19 — 
лолевыс вены. артерии и желчные нро- 
токи: 20 — саментарные вены. арте- 
рии н желчные протоки: 21 — триала; 
21а — межлольковый желчный про- 
гок, 210 — межлольковая вена. 216 — 
мсжлольковая артерия; 22 — вокруг- 
лояькония (септальная) вена; 23 — вок- 
ругаольковая(сентальная) артерия; 24— 
ссплальиый желчный проток; 25 — 
желчиый каналец (капилляр) внутри 
исченотной балки: 26 — синусоидные 
кровеносные капилляры межлк пече- 
ночными балками; 27 — иентральная 
вена: 28 — подлольконая (собирагель- 
мая) вена; 29 — неченочная вена. 
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Портальная зона (так называемая триада). Межлольковыс сосулы: межлольковые артерия. 
вена. желчный проток и лимфатический межлольковый сосуд: кровь в синусоиды поступает из 
межлольковых артерии и вены (бассейн воротпой вены). а собирастся в оин коллектор-бас- 
сейн нижней полой вены. плчинаюнишйся от центральной вены. 

Синусоилы печени — анастомозирующие пустоты между анастомознрующими тяжами гепа- 
тоцитов. В синусоилах печени нахолится смешанная кровь. 

Кровь в классическую дольку постунзет из межлольковой артерии (обогашенная О) и меж- 
цольковой вены (богатая питательными вешествами) соответственно по терминальным пече- 
ночным артериолам и герминальным воротным венулам. Эти сосувы открываются в синусо- 
иды. по которым смешаииая кровь наприваяется к центральной (терминальной печеночной) 
вене и лалее по печеночным венам попадает в нижнюю полую вену. 

Пространство Днесе — пространство между гспатоцитами и эндотелиальными клетками 
синусоилов. В пространство Диссе обрашены микронорсинки гепатоцитов. Здесь расположены 
ретпкулиновыс волокна, полдерживаюнише структуру синусонлов: встречаются жиронакапли- 
вакющие клетки. 

Портальная лолька — структура треугольной формы. Портальная зона образуст сс иентр. а 
пептральнме вены трех смежных классических лолек — вершины. 

Апинус — структурно-метаболичсская слипица печени, имсюшая форму ромба. вершины 
которого образовзны пентральными венами соселних гексагопальных неченочных долек и 
смежными портальными зонамн. Част, анинуса, расположенизя вблизи сосудов. кровосцаб- 
жастся лучше других его отлелов. Наружная же часть апинуса. локализованная вблизи нент- 
ральных вен. получаст менее оксигенированную кровь. Поэтому структуры этой зоны ацинуса 
более уязвимы при интоксикациях и дефиците питательных веществ. 

В насгояшее время ссгь и другое представление об апатомическом строении печени (модель 
Раппонорта). Считают, что основной анатомической слиницей печени является печеночная 
слиница. разлеленная па зоны (рис. 2-6). Зона. примыкающая к маленьким сосудам, ответ- 
влениым от поротной триалы. — это зоа 1. Клетки в зоне І первыми получают кровь через 
синусоиды. Затем кровь поступает в зоны 2 и 3, прежде чем лостигист печеночной венулы. Как 
вилно на рис. 2-6, зона 3 приблизительно равна центролобулярной части классической дольки. 
она ближе всех зон к нентральной венс. Клетки зопы 3 из примыкающей единицы образуют 
звездообразную форму вокруг центрального сосуда. Клетки зоны | окружаюг консчный ифире- 
ретный огросток портальной вены и исченочной артерии и часто являются околопортальной 
частью, а клетки между зонами Ти 3 (т.е. зона 2) — мсежзональной частью. 


Рис. 2-6. Альтернативный взгляя на печеночную дольку. Пояснение в лексгс. 
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Бзируясь на тистонатологических и иммуногиегохимических исследованиях. Ломсере и со- 
авт. в 1985 г. нредиоложили. что зоні 3 должна быть круглой. а не звезлообразной частью, 
окружающей цеитральную вену. Клетки зоны | окружают воротиый тракт, а клетки зоны | из 
прилегающей печеночной единицы объединяются и формируют сетчатую форму. Аналогично 
модели Ранпонорта клетки зоны 3 описаны Ломерс и соавт. как иситролобулярные (что срав- 
интельно близко к классической лобулярной терминологии}. клетки зопы } — как околопор- 
тгачьные. а кастки зоны 2 (между иими) — как межзопальные. 

Повреждения печепи имеют опрелелепиые топографические особенности, что отражает 
структуриую и фупкциональную неоднородность этого органа. В зоне | анинуса мепатоциты 
прилежаг к портальному тракту и получаюг больше кислорода и питательных веществ но срав- 
пению с гепатоцитами зоны 2 н особенно 3. Перинорзальные тепатоцюғы (зона №) солержн 
больше митохондрий, и в них более нитенсинно протекают энергетические процессы, -окис- 
ление жирных кислот. обмен аминокислот и синтез мочевины, глюконсогенсз. В перивеноз- 
ных гепагопитах (зона 3) в большей мере представлены ироисссы окислительного метаболизма 
ксенобиотиков при отпосительном дефините антноксилантных и коиъюгирующих ферментов. 
Вследствие этого в гепатопитах зоны 3 образуется большее количество еакционно-способных 
метаболитов и опи трулисе обезпреживаются. Поэтому понрежление печени ксепобиотиками, 
как и воспалительнос, ишемическое, вирусное повреждение. чаше имсет центролобулярную 
локализацию. затрагивая гепзтониты перивенозной зоцы. 

Преимушественпо цептролобучяриыс поражения вызывают большинство классических 
тспаготоксиканов: чегыреххлористый углерод. хлороформ. галотап. анмегилнитрозамини. 
бромбензол. парацетамол. №-метилфюормамил. кумарин н многне другис. Коканн при легких 
отравясниях вызыиваст перипортальныс пскрозы. а при фульминантных генатитах иекрозы рас- 
пространяются на среднюю н перивсиозиую зоны. К токсикантам, вызывающим преимущсес- 
твенно перипоркињные некрозы, относят аллиловый спирі, витамин А. а срелнезональные 
некрозы — конканавалии А. Некрозы, вызвашые гепатотоксикантами, могут встречаться как 
в определенной зоне печени, так и в нескольких зонах (габл. 2-8). Зона пекроза, образующаяся 
при действии определенного зоксиканча, может и и при ввелении другого. Например. 
кокаии, который обычно вызывает некроз в зонах 2 и 3, при совмеством применении с фено- 
барбиталом вызывает некроз в зопе 1. Причина такого изменения пока пеизвесгна. 


Таолица 2-8. Токсиканты, пызываюнщие зональный некроз печени 


М Область некроза/ Токснканты Е 

| Зови 1 | Зона 2 Зона 3 
Афлитексвн ! Бериллий | а-Аманитин. фалаонлии. рубразоксии 
Аллиловый спирт | Кокаин Кокави 
Аллоксан 1 Паракват Изракнат. ДДТ 
Сулырат железа (П) 1 Коиканавалин А Бромгрихлоромелан. тетрахлорид метана 
Сослинения магния 1 | Димоксан. дивиниловый эфир 

‚ Вннамии А. | Е р __ | Бромобензой, хлоробсизоя, Йодобеизол 


| Дипитробензол. динитротолуол 
‚ Димстилизтюзамини, ксманлии — 
} Йолоформ, хлороформ. хдороирси. дихлорнронан 
| Этиленлибломия. этнаенлихлорил 
Нафталин 


Фо Рторинетая. ту гиозцетамид 
‚ Ботулиноный токсин 
‚ Мышьяк 
| ` Ацетамниофеи 
Пирилии. нипролызиливовые алкалонлы | 
Танниновыс кислоты 
Уретаи 
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Гспатоциты, или пареихимные клетки, составляют приблизительно 79% всех клеток печени 
человска. Это сравнительно большис клетки. которые образуют объем печеночной дольки. 
Благоларя их количеству и высокой метаболической активности эти клетки — основные мише- 
ни лля гепатотоксикантов. Синусоиды заполнены энлотелиальными клетками. Эти небольшие 
клетки весьма многочисленны. Печеночная микрососулистая сеть солержит макрофаги. на- 
званныс клетками Купфера. Хотя они относительно немногочислены, однако играют важную 
роль в фагоцитозе микроорганизмов и чужеродных частии в крови. Несмотря на то что эти 
клетки являются частыо печени. они также и часть иммунной системы. Кроме того. нечепь 
содержит Ито-клетки (жиросодержашие клетки. парасинусоилные или звездообразные клет- 
ки). которые лежат между паренхимными и эндотелиальными клетками. Эти клетки играют 
важную роль в продукции коллагена. хранснии витамина А и метаболизме токсикантов. 

Тины поражения печени зависят от природы химического вещества и прололжительности 
действия. Основные мишеци гснатотоксикантов представлены в табл. 2-9. 


Таблица 2-9. Основные мишени гепатотоксикантов 


Мишени Токсиканты Характер повреждений Примечание 

гепатотоксикантов | 

Митохондрии Тетрахлорил углерода. Поврежленная (искрив- Эти органсллы важны лля 
кокаин. дихаороэтилен, ленная или разорванная) энсрестического мстабо- 
этионин. гидразии, фос- митохондрия теряет спо- лизма и синтеза АТФ. Они 
фор н др. собносль регулировать позлерживают гомеостаз 

волно-солевой баланс кальция в клегкс 

Плазматическая Ацетаминофен, этанол, Ионный баланс наруша- Плазматичсская мембрана 

мембрана соединения ртути. фалло- стся из-за повреждения (окружает гепатоциты и 
илин и др. ионных насосов плазма- важиа лля поддержания 


тической мембраны илн ионного баланса между 
из-за потсри нелостиости иитоплазмой и внешней 


мембраны срепой 
Энловлазматичес- Аңетаминофен, бром- Пролиферация Участвуст в синтезе про- 
кий регикулум бензол. нитрохлорметан. теинов и фосфолинилов, 
кокаин и ар. Локализация энзимов 


биотрансформации (на- 
пример. питохром Р450, 


ем. гл. 4) 
Ядро Афлатоксин В, бериллий, Иоврежления ДНК Морфологическос пораже- 
этионин. галактосалин, пие ядра проявляется аль- 
нитросалиц и др. терацией в оболочке ядра, 


хроматиновой структуре и 
расположении ядрышка 


Известны два механизма гибели клеток — некроз и апоптоз (см. гл. 3). Основными эта- 
пами некроза являются поврежление плазматической мембраны. набухание митохонлрий и 
всей клетки. потеря внутриклеточных компонентов. дезинтеграция ядра с последующим фа- 
гоцитозом погибших гепатоцитов. Некрогическая смерть клегки сопровожластся развитием 
активного воспалительного процесса и поврежлениями окружакицих тканей. Непосредствен- 
ной причиной некроза являются окислительный стресс и ПОЛ. образование аллуктов ксено- 
биотиков с биологически важными макромолекулами. повреждение митохонлрий. разрушение 
цитоскелета, массивный выход кальция и другие факторы. Если большинсяво клеток печени 
входят в зону нскроза, это называется массивным искрозом. Термин подразумевает. что разру- 
шсна вся печеночная долька или се большая часть. Благоларя уникальной способности печени 
к саморсгснерации. некротические клетки через несколько дней уничтожаются и заменяются 
повыми клетками. восстанавливастся пормальный вид и функции псчени. Если количество 
поврежденных клеток слишком велико, способность печени к самовосстановлению подавляст- 
ся, что ведет к разрушению органа. 
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Апоптоз — генетически ззпрограммированный процесс, при котором клетка сама активио 
способствует своей гибели (см. гл. 3). Апоптоз запускается через снениальные «ренспторы 
смерти» па поверхпости клетки или нерененторным путем. что велет к активации регулятор- 
ных белков, которые останавливают миготическую активность клетки. вызывают фрагмента- 
цию ДНК (эндонуклеазы). деградацию жизненио важных белков (каскад протеолитических 
ферментов, каспаз). нарушают связь клетки с внеклегочным матриксом и т.д. Ранним прояв- 
лением апоптоза являются падение электрохимического потсиниала митохондриальной мем- 
браны и повышение продукции активных форм кислорода (АФК). Морфолоғически апоптоз 
характеризуется образованием мембранпцых пузырей. агрегацией хроматина вблизи ядерной 
мембраны. конденсанисй и фрагментацисй клетки с образованием апоптотических телеси с 
последующим их фагоцитозом. В отличие от некроза, при апоптозе не возникаст выраженной 
воспалительной реакиии. Различия межлу некрозом и апоптозом па сталин их инициирования 
не столь очевидны. и одии и те же факторы (например. АФК. МО) могут стимулировать оба 
процесса. Гепатотоксиканты вызывают гибель клеток по механизму как некроза, так и апо- 
птоза. 

Существенное значение для реализации токсического действия ксенобиотиков имсег состо- 
яние фермептных систем, участвующих в их метаболической активации и детоксикации. Гене- 
тически летерминированный или измененный вследствие индукции или ингибирования набор 
изоферментов цитохрома Р450, ферментов конъюгации может объяснить различную инливиду- 
альную чувствительность, к действию гепатотоксикаитов. Показано, что генатоциты крыс с вы- 
сокой активпостью цитохрома Р4502Е] более чувствительны к четыреххлористому углероду и 
парапетамолу. чем клетки с низкой активностью. Инлукторы этого фермента (этанол. ацетон. 
тололание) усиливают. а ингибиторы (лиэтилаитиокарбамат и лиметилсульфоксил) ослабаяют 
токсичность этих вешеств. Типы токсических повреждений печени прелставлены в табл. 2-10. 


Таблиша 2-10. Тины токсических повреждений печени 


| Тин повреждения | Токсикаиты Механизм поврежлення = Примечание 

Индукция Барбитураты. фсив-  Стимуяињия синтеза бел- 

ферментов тоин, парфарив и лр. ков 

Порфирия, Барбитураты, нита- Стимуляция синтеза гсма 

гипербилируби- мин К, рифамниннн 

иемия |и др. | 

Зональный Алкалоиды ннрро- Образование АФК и других Морфологические намеисния 

некроз лизилинового рила.  своболиых радикалов; свя- |геиатоцитов: отек питоплазмы, 
вистаминофеи, аф- — зывание токсикантов ни лилетания имтоннизматического 


латоксин. бериллий. их мелабалитов с бедкамн. ретникулума. набухаинс митокон- 
бромобензол, гало- — нуклеиноными кислотами — дрий с разрывом крист. жегра- 


геноилкавы, гало- п нсньсышенными жир- дация полисом, разрушение 

тан, диклофенак, нымн кислотами мембран | органелл и нара клетки, стеатоз, 

диметилинтроламин. клеток. нарушение плас повреждение плазматических 

пуроминин. фосфор личсских и эпергетических | мембран 

и др пронессов, повышение Повышение коннентрации каль- 
содержания в клетке нонов ция в цитоплазме клетки нто- 
кальпия рично приводит к повреждению 


клеточных мембран и органе. 
денатурации структурных проге- 
ннов, инактивании энзимов (см. 
‘табл. 2-2, гл. Зи 4} 


Токсический Изопиазил, фени- Образование гаптенов Развивастсн в результат идно- 

гепатит тони. сулырани- икоангигенов) синкразической рсакнии. Гис- 
 ламилы, галоган, гологически: диффузный некроз 
а-мстиллона, гепатошитов с мопонитриымя 
кстоконазол. сульфа- и зозинофильными инфильтра- 
салазии, ликлофенак гами И сохраненной дольковой 


н др. структурой печени 


Стсатоз*: 
микровсзикуляр- 
ный 


макровезикуляр- 
ный 


Фосфолипилоз* 


Гепасоканаяиқу- 
лярный холестаз 


Каналикуляр- 
ный холестаз 
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Антибиогики тетра- 
пиклинового ряда. 
вальпроат натрия, 
тамоксифен. нирок- 
снкам, аспирин, гил- 
разин. аминенин. 
тнанситин, амнода- 
ров. пергекснлин, 
желчные кислоты, 
оротовая кислота. 
синтегнческие эст- 
рогсны. вальпроевая 
кислота и лр. 


Хроническое упо- 
гребление этанола. 
мстотрексат, нифс- 
динин, кортикостс- 
роилы 


Амноларон 
хлорфентермин, 
4.4-пиэтиламино- 
эмоксигексаэстрол 


Динитрофеноя. 
4.4-днамнноди-фе- 
нидметан, анилин. 
этанол. аминазин. 
хлорпромазин, тио- 
рилазии, амирии- 
тилия, дназсиам, 
галоперидол. барби- 
тураты, эритроми- 
пин. фауклоксацил- 
лин, тиабендазол. 
сульфамстоксазол, 
эналаприл и другие 
ингибиторы ангио- 
тензин-превраша- 
юшего фермента. 
амиодарон, пропа- 
фепон. диклофенак. 
противоопухолевые 
препараты. тоабута- 
мид, симвастатин. 
ранитидин, сульфа- 
ниламилы. органи- 
ческие сослинения 
мымњяка, паракват 
и др. 

Стеровлные гормо- 
ны. пероральные 
контрацептивы 


Митохонлриальное на- 
рушение В-окисления 
жирных киспот. которое 
приволит к их этерифи- 
кании, образованию и на- 
конлению триглинерилов. 
лнииаст клетку энергии 


Ускорение синтеза и ак- 
кумуляция триглицеридов 
внутри гепатоцитов. замел- 
ление их выхода из клетки 


Образованис лизосомаль- 
ных включений 


Повреждение токсиканти- 
мн каналикулярных мемб- 
ран и интоскелета, иніи- 
бирование АТФ-зависимых 
транспортных механизмов. 
снижение функции белков- 
трапспортеров органичес- 
ких аннонов и желчных 
кислот. Р-гликоиротсина. 
белка множественной 
резисентносін. наруше- 
ние гомсостаза кальция и 
глутатнона. 


Снижение тскучести мем- 
бран, активности №а‘/К*- 
АТФазы 


Продолжение таба. 2-10 


Стсатоз. нли жировос перс- 
рожление печени, — самос 
раннее проявление токсн- 
ческого поврежлення органа. 
характеризустся избыточным 
накоплением жира в гепатоци- 
тах. снижением содержания в 
плазме крови липилов и лино- 
протеинов. Микровезикулярный 
стеатоз — относительно рел- 
кий, но более опасный вариант 
гепатотоксической реакини, 
гистологически характеризуегся 
наличием мелких вкранлений 
триглинерилов внутри гепатоци- 
тов, не смешающих ядро 


Гистологически характеризуется 
елиничными большими вакуо- 
лями триглиперидов, которые 
смешают ядро гепатоцига к 
иериферин 

Результат накопления фосфоли- 
пидов в гепатоцитах. В иеченн 
обнаружены увепиченные гепа- 
гоцигы и пористая нитоплазма. 
Состояние прогрессирует в 
цирроз 

В основе холестаза лежа! 
нарушение процессов продук- 
пим желчи и желчевывейсния. 
усиление нроницаемости стенки 
желчевыволящих каналов. 
дисфункция микроворсинок 
эпителня желчных ходов. обес- 
нечивающих чок жейчн. 
Воспаление. новрежление 
билиарных каналытев приволят 
к залержке жеячи в печени. 
что сопровождастся развнгием 
желтухи. 

Холестазу сопутствует выхол 

в желчь н кровь компонентов 
каналикулярных мсмбрин. что 
используется для диагностики 
холестаза (определение акгив- 
ности гамма-глутамилтранс- 
феразы и шелочной фосфатазы 
в сыворотке крови) 
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Склсрозирую- 
ший холангит 


Фиброз (цирроз) 


Опухоли (узло- 
вая гиперилазия, 
гсмангнома, 
алснома, гепа- 
гопеплюлярная 
карцинома) 


Веноокклюзи- 
онная болезнь. 


синпром 
Балла—Киарн 


5-Фторлезоксиури- 
дин. 5-фторурацил 


Поражение сосудов, пита- 
ющих желчные протоки 


Фиброзная ткань откіа- 
дывается в пространстве. 
Диссе. образуются коллате- 
новые тяжн. разрушающие 
нормальную структуру 
органа. нарушаются жел- 
чсотдслсиме и кровоток в 
синусонлах, что принолит 
к развитию портальной 


Этанол (нри хронн- 
ческом алкоголиз- 
ме}. галогенирован - 
ные углеволоролы 
(ССІ. трихлороэти- 
лен, 1.1.[-грихлоро- 
этан и лр.), ник- 
лофосфосфамил, 


азагиоприн. метил- 


попа. изониазид, гепертеизии 
героин, метотрсксаг, 

лругие цитостатики, 
гипервитаминоз А 

Вннилхлорид. лиок- Не известен 


сил тория, мышьяқ/ 
Предполагаемые 
гепатоканиерогены 
челонска: альлрин. 
ДДТ. диэльдрин. 
телтахлор. чегырсх- 
хлористый углерод, 
хлороформ, поли- 
галогенированные 
дпфенилы. трихло- 
роэтилен. зфлаток- 
сины, стероидные 


‘гормоны 


Циклофосфамил. 
азатиоприн. бу- 
сулыран. мсяфалан. 
тиоТЕФ. этонозид, 
б-тиогувнин. инрро- 
лилвновые алкало- 
иды. нероральные 
контранситивы 


Повреждение синусон- 
лальных клеток, тромбозы 
терминальных венул 


Окончание табл. 2-10 


Прогрессирующий фиброз внут- 
ри- или виепеченочных желч- 
ных протоков вследствие ток- 
сического повреждения ветвей 
неченочной артерии, кровоснаб- 
жаюших желчные протоки 


Консчный результат хронически 
протскакицих в печени патоло- 
гических процессов пол во3- 
действием токсикантов 


Для болынииства природных 

и промышленных токсикаи- 

тов механизм каниерогенного 
лействия не установлен. Гепа- 
тотоксикангы — ининиаторы 
опухолевого роста. вызывают 
структурные новреждения моле- 
кул ДНК (см. гл. 3) 


В основе лежат избирательное 
поражение токсикангами 
синусоилальных энлотелиаль- 
ных клеток. восналительная 
реакпия и активания сверты- 
васмости крови. Приводит к 
центролобулярным некрозам, 
нарушению оттока крови. раз- 
витию цирроза и печеночной 
недоститочности 


* Предложено несколько механизмов поврежлающего лейстпия токсикантов на обмен липилов в гепатонигах: 
— нарушение сннтеза белка в клетках печени; 
— иврушение пропессон конъюгишни триглицеридов с бсякамн и образования липопротеинов низкой плотности 


(АНП: 


— повреждение механизмов транспорта липопротеинов через клеточные мсмбраны; 
— угнетение синтеза фосфолипилой: 

— нзрушенне процессов В-окислення жирных кислот в митохонлриях: 
— нарушение энсргстичсских процессов в клетках. нсобхолимых для осушестнления синтеза белка и фосфолниидов. 


Оценку стсиени повреждения печени проводят по ряду показателей, которые приведены в 


габл. 2-Н. 
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Таблица 2-11. Показатели поврежления печени токсикантами 


Тни исследования 


Общие симптомы по- 
врежления органа* 


Морфологическая 
оценка“ 


Определение активности 
энзимов в плазме крови 
(биохимические исследо- 
вания) 


Онрелеленне содержания 
билирубина (биохими- 
ческие исследования) 


Оценка метаболической 
активности печени (фун- 
кииональные исслелова- 
ния) 


Оценка синтетической 
эктнвностн печени (функ- 
пнональные иссяеданяа- 
ния) 


Показатели повреждения 


Анорексия (потеря аппетита), тоинюта, 
рвота, усталость. збломииальные боли. 
гспатомегалия (увелечение печени), аснит 
{накопление жидкости в брюшной полос- 
ти). жентуха 


Узловая гиперплазия, гсиатопеллюлярная 
кариинома, гемангиома, аденома 


Повышение активности?* аланииами- 
нотрансферазы (АЛТ). аспартатами- 
нотрансферазы (АСТ). трансферазы 
гаммн-глутаминовой кислоты (ТГГК). 
лактатлегилрогеназы (ЛДГ), орњитинкар- 
бамоилиитрансферазы (ОСТ) — слелетвие 
нарунения целостности гепатонитов. 
Отношение АЛТ/АСТ выше 1.6 характери- 
зуст иснтролобулярнос жнровос персрож- 
ление печени (см. табл. 2-10). 

Повышение активностн шелочной фосфа- 
тазы (Ф) и 5-нуклеотияззы — индикатор 
повреждения желчных путей 


Концентрация сывороточного билирубина 
может быть увеличена из-за острого гепа- 
токлеточного и холестатического повреж- 
цения илн желчной обструкнии. Следс- 
твием парушения связывания и экскрепив 
билирубина является сго изкопление в 
крови. которое приволит к желтухс 


С помощью клирсис-тестов оценивают 
клиренс нидонканина-золеного. амги- 
инрииа. кофеина, фензистина, иоиных 
красителей. желчных пигментов, онн по- 
зволяют выявить острые и нодострые по- 
ражения печени. 

Результат измерения содержания коньюга- 
тов холиевой кислоты и холиглицина — ин- 
лнкатор экскреторной функини нечени 


Опрелеление содержания сывороточно- 
го альбумина. протромбина. холестерола. 
трансферрииа как показателей сиитети- 
ческой активносни нечени 


Примечание 


Результаты биопсии печени осо- 
бенно важны лля диагностики 
рака и хронической печеночной 
недостаточности 


Акгивиость этих ферментов так- 
же зависит от характера шиавия. 
наличия инфекционного пропес- 
са, натологин ссраца. мышечной 
ткани. легких 

ОСТ. ТГК 

— специфичные для печени эн- 
зимы (на практике набяюдают 
высокий пропснт ложноположи- 
тельных результатов) 
Активпость ЛДГ. тесты на ак- 
тивиость ШФ и 5-нуклеотилазы 
неспецифичны 


Повышение уровня билирубина 
чаще сопутствует острому ин- 
фекинонному поражению пече- 
ни 


Содержание конъюгатов холие- 
вой кислоты н активность ШФ 
коррелируют с другими показа- 
телями функицонального состо- 
яния печени 


Только при сушественном лефи- 
ните массы паренхимы органа 
нроисхолят изменения показа- 
телей 


* Для диагностики используют комвьютериую томографию н магнитно-резонаисиос скаинрованис печени. 
** Олнако в терминальном пернолс массовая гибель гепатонитов часто наблюлается при сцижении активности эизи- 


мов в плазме крови, 


Биохимическими методами определяют повышение активности в плазме крови аминотранс- 
фераз (АСТ, АЛТ). понижение в крови уровня плазменных факторов свертывания крови. Важ- 
ными диагностическими тестами для выявления острой гепатопатии химической этиологии 
являются определение содержания билирубина в плазме крови и протромбинового времени. 
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Заключение 


• Прямое лсиствис токсикаптов на псчень реализуется посредством: 
— нарушения транспорта веществ через мембраны гепатоцитов и клегочных органелл: 
— поврежления систем эпергообеепечения клеток печени: 
— нарушения обмена нуклеиновых кислог в ядрах клеток: 
— нарушения экскреции из гепатоцитов естественных метаболитов: 
— повреждения органелл клеток исчени. 

= Опосредованное действие токсикантов на исчень наблюластся редко. например при ин- 
токсикации качмисм наблюдают активацию урсазы. Уреаза катализирует гидролитичес- 
кос расшепление мочевины на аммиак и углскислый газ. Кажлая молекула урсазы связа- 
на с двумя атомами никеля. Калмий, образуя коорлинационное соединение с аммиаком. 
сдвигает равновссис реакнии вправо, что и приводит к активации урсазы. Кадмий, заме- 
щая и высвобожлая ионы никеля, способствует работе других ферментов, кагализирую- 
щих гидролиз глутамина с образованием аммиака, который проявляет гепатотоксическое 
действие. Ионы МГ”. Са? иплуцируют ПОЛ. подавляют репарапию ДНК и запускают 
синтез противовоспалительного цитокина ТМЕ-о. вызывающего апоптоз и некроз кле- 
ток-мишеней. 

• Механизм стимуляции аутоиммунных процессов, развивакицихся вследствие взаимодействия 
токсиканта с макромолекулами белка клеток печени. изучен недостаточно (например. по- 
врежление печени при хроническом алкоголизме). 


2.4.3. Гематотоксичность 


«То кровь кипит, ю сил избыток...» Кровь — особая разповидность ткани мезсихимного 
происхождения. образующая вместе с лимфой внутрениюю среду организма. Кровь состоит из 
межклсточиого вещества — плазмы и взвешенных в ней форменных элементов: эритроцитов, 
лейкоцитов и тромбоцитов. Объем плазмы составляет 55—60%. а форменных элементов — 
40—45%. Плазма крови содержит 90—93% волы и 7—10% сухого всшества. К основным белкам 
плазмы отпосят альбумины. глобулины и фибриногси. Из фракции глобулинов выделены ан- 
титела. Плазма крови имест рН 7,36. 

Форменные элемеиты крови — это высокоспециализированные клетки с различной про- 
должительностью жизненного цикла, количество которых в оргапизме сохраняется более или 
менес постоянным: 

» 120 сут — эритроциты. краспые кровяные тельца диаметром 7,2—7.5 мкм (ежесекуплно в 
крови образуется и разрушается около 2,5 мли эритроцитов, количество которых у человека 
в І мм' крови равио 4,5—5 мли); 

• 5 сут — лейкониты (лимфоциты. моноциты. базофилы, эозинофилы и нейтрофилы имеют 
ядро}: лимфоциты (25-40% всех лейкоцитов крови) сохраняются от нескольких дней до 
нескольких месяцев; 

е 7—10 суток — тромбониты (образуются при фрагментации цитоплазмы мегакариоцитов — 
полиплоилных костномозговых клеток. возникаюших посредством эндомитоза). 

Основные функции крови: 

• транспортная (перенос вешеств. получаемых с пищей. продукгов обмепа. гормонов и лругих 
биологически активных вешеств); 
пыхательная (лоставка О, от органов лыхания к тканям и улаление СО, из организма); 
гомеостатическая (обеспечение совместно с нервной и эндокринной системами постоянс- 
тва внугренней среды: регуляция водно-соясвого обмена, сохранение кислотно-шелочного 
баланса в организме, поддержание постоянной температуры тела); 

» зашитпая (обесисчение гуморального и клеточпого обмсиа). 

Кроветворенис, или гемоцитопоэз — многостадийный процесс образования, развития и со- 
зревания клеток крови у животных и человека. т.е. процесс клеточной лифферсицировки. в рс- 
зультате которой образуются форменные элементы — эритроциты, лейкоциты и тромбоциты. 

Система гемопоэза прелставляет собой комплекс клеток. реализующих разнообразные функ- 
ции и в то же премя постоянно регенерирующих. Согласно современной схеме кровстворения. 


Классификация токсичных агентов и виды токсического действия 71 


сушествуют клетки-препшественницы, обсспечивающие запрос организма на воспроизведение 
различных типов формениых элементов. Все снециализированные формениые элементы кро- 
ви происходят из единого предшественника — полипотентной стволовой клетки крови путем 
последовательных этапов дифференцировки и созревания. Полипотентные стволовые клет- 
ки менее специализированные, чем плюрипотентные стволовые клетки. Послелние способиы 
дифферениироваться, давая только определенные линии клеток. Различают две популяции 
плюрипотентных клеток — лимфондные и миелоидные. Лимфоидиые плюрипогситныс клетки 
дают при лифференцировке В- и Т-лимфоциты. Миелоилные лают множество клеток. включая 
эритроциты. нейтрофилы. монопиты. персхоляшие в макрофаги. лениритные клетки. которые 
играют важную роль в иммуниом ответе и являются антигеннесущими клетками. эозинофилы. 
базофилы и мегакариониты. образующие в свою очерель тромбоциты. Эти клетки являются 
зрелыми. Они уже не способны к пролиферации. Кроветворение строго регулируется в со- 
ответствии с потребностями организма. Известно. что в регуляции кроветворения участвуют 
эритропоэтины (см. гл. 9), искоторые гормоны и витамины. Глюкопротеины — эригропоэтин. 
образующийся в перитубулярных клетках почки. интерлейкины (11-1,2.3). колонисобразую- 
щий гранулоцитарно-макрофагальный стимулирующий (СМ-СЗЕ), колописобразукиний гра- 
нулоцитарный и инсулинополобный факторы роста контролируют образование. дифферсици- 
ровку и созревание эритроцитов. Образование лейкоцитов также зависит от стимулирования 
и управления различных факторов роста. .-3 стимулирует все клетки мислоидиой системы. 
СМ-С$ЗЕ стимулирует образовапие гранулоцитов и макрофагов. К тому же сисцифичсские 
С-С5ЕГ- и М-С$Е-протсины стимулируют систему грапулопитов и систему макрофагов соот- 
истственно. Эти факторы роста. в отличие от эритропоэтина. произвелсіы различными клет- 
ками, включая Т-лимфониты, макрофаги и энлогелиэльные клетки. Все факторы роста лейс- 
твуют согласованно. 

Кроветворепис происходит в кровстворных органах: образование эритроцитов. зернистых 
лейкопитов (гранулоцитов) и тромбоцитов — в костном мозге, который представлен кластера- 
ми гемопоэтических клеток. рассеянных в эпифизах трубчатых костей, плоских костях черепа, 
грудипе, позвопках, костях таза, ребрах; лимфоцитов — в лимфатических узлах, селезенке, ви- 
лочковой железе. костном мозге; моноциты и макрофаги — также в клетках костного мозга. 

Механизмы, регулирующие лемпы размножения и созревания отдельных катсгорий крове- 
творных клеток. в настоянее время в связи с получением новых данных при изученни стволо- 
вых клеток требуют уточнений. 

Нарушения кровстворения. лежащие в основе патогенеза болезней системы крови. возни- 
кают под влиянием внешних (физических. химических, инфекционных ц др.) и впутренних 
(гормональных. обменных. врожденных. паслелсгвеиных и др.) факторов. В зависимости от 
характера повреждения кровегворных органов нарушения кроветворения пазывают гинернлас- 
тичсскими (с избыточным образованием элементов кроветворной ткани) и гипо- и апласти- 
ческими (с подавлением. нарушенисм деления и в меньшей степени созревания кроветворпых 
клеток). Определяюшим в характеристике заболевания являются также категория поражаемых 
клеток и степень их зрелости (малолифференпированныс. различной стспени зрелости клетки. 
элементы грануло-, эритро-, тромбоцито-, лимфопоэза). Острые и хропичсскис отравления 
перелко вызывают нарушения кровстворения и клеточного состава крови. При этом реализу- 
ются различные механизмы повреждающего действия: изменения обмена ДНК и/нли РНК. 
парушеине процесса митогического деления клеток. синтеза белка в клетках эритроидпого. 
миелоилного и мегакаринитарного ростков. 

Вешесгва различной химической приропы, избирательно нарушающие функции клеток 
крови или се клеточный состав, называют гематотоксикантами, а результат их воздействия — 
гематотоксичностью (табл. 2-12). 

Снижение числа форменных элементов олного типа при интоксикациях встречается релко 
(табл. 2-13). Например, гранулоцитопения (агранулоцитоз) может возникнуть при химиотера- 
пии цитостатиками, антибиотиками (левомипетином). противовоспалительпыми срелслвами 
(бутазояидином). Апластическую анемию. лейкемию. агранулонитоз. тромбопитопению токси- 
ческого происхождения констатируют в случаях. когда сокрашсние количества определенного 
типа клеток является основным признаком отравления. 
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Таблниа 2-12. Виды гемаготоксичиости 


_ Вид гематотокенчиости . 


Нарушение гемопоэз: 
гинерпластические  Выражены ири лсйкозах н эригремии. Клетки коснюо мозга уграчиваюл способ - 
состояния ность лифференцироваться. а их пролиферамия может быль замеллена, Пролол- 
жительность жизни незрелых элементов увеличивается. в кроветворных органах м 
крови наканливаются клетки различных линий и различной степени зрелости 


гипо- и апластичес- Обелисиность костного мозга кровезвориыми клетками. Поражаются либо 

кие состояния ролоначальные кроветнорные клегки. либо наиболее ранние клеточные фор- 
мы эритро-. трануло- и тромбоцитопозза. В крови уменьшается количество 
эритроиитов (уролень гемоглобина). лейкоцитов (гранулонитов). тромбоцитои 
(гино- н апластические апемии. агранулоцитозы. метастазы опухолей в кост- 
ный мозг и др.). Симитомагика; вначале уменьшается количество гранулоцитов 
н снижастся устойчивость к инфекиням, позднее присосдиняется тромбоцито- 
неническая кровоточивость. в последиюю очередь спижастся количество эрит- 
рошитов (блеаность. слабость и одышка при нагрузке) 


Изменение числа фор- Значительна роль химического фактора в патогенезе 
менных элементов: 
гемопитические Реализуются различные способы поврежлений (пояснение в тексте): 
анемии разрушение мембраны эритроцитов 
метгемоглобинообразование 
атаки зигителами (186) в присутствии комилемента измеменных мембран эрит- 
роцитов 
образование антигена: комплекс токсикант_белок плазмы крови (в присутс- 
твии антител М и комплемента} после фиксации на мембране эритроцигов 
вызыцае: их мемолиз 


Краткое описание 


аллазия костного Снижается количество эритроцитов. лейконпитов, тромбоцитов. развивается 

мозга нанцитоненический синдром: слабость и усталость (вследствис анемии), ли- 
хорадка, инфскииоиные осложнения (результат пейтронении). кровотечения 
(результат тромбонитонении). В костном мозге мало клеточных элементов 
(преимущественно лимфониты и ретикулярные клетки). Отмечаются жировое 
нерсрождение костного мозга, фиброз. В крови снижено количество эритро- 
питов (менее 2-10 в Е мм), количество лейкоцитов (1500 и менее в 1 мм’). 
лимфоцитоз. тромбоцитопения 


лейкемии* Острая мислендная лейкемия (ОМЛ). хроническая мислоидная лейкемия. ост 
рая лимфоилная лейкемия, хроническая лимфоилная лейкемия. Трудно устано- 
вить пзаимосвязь между действием токсиканта и возмикновепием лейксмий* 


Геморрагический синдром (пстехин, пурпура, геморрагические пузыри па сли- 
тромбоцитопспии зистой оболочке иолоєсти рта, желулочно-кишечные и лругие кровотечения раз- 

личной степени тяжести). анемия 

Количество тромбоцитов снижается до 1000 и менее в 1 мм (в тяжелых случаях). 

в костном мозге число мегакариоцитов снижается незначительно 


Количество лейкоцитов сиижастся до 500—300 клеток в мм? крови. гранулони- 

агранулоцигоз топения (менее 2% обшего количества лейкоцитов), лимфоцитоз. В костном 
мозге снижено количество клеток миелоидного ряда, нейтрофильных меламис- 
лонитов н мислоцитов. Клинически: некрогические порижевия слизнегой обо- 
лочки ротовой иполосги. некротическая ангина как инфекционные осложнения 
вплоть ло развития сепсиса 


Нарушсние функций В крови содержится около 14—16 г гемоглобина 


гемоглобина: Траиснорт кислорода осушествляется гемоглобином (эритроциты переносят 
метгемоглобинообра- 20 мл О, на 100 мл крови. плазма — 0,2 мл О, на 100 мл крови. Нарушение 
зовацне транспорта кислорола связывают с образованисм мепсмоглобина или карбок- 


образование карбокси- сигсмоглобина при действии ряла токсикантов {пояснение в гексте) 
гемоглобина 


«Успехн молскулярной медицины н бнолопи! возволили на основе результатов фсио- и генотивического пнализа Н}- 
менить классифнкапию миелоилных н лимфоилных лейкемий. значительно увеличить число их полтинов. Во многих 
случаях нельзя воспользоваться результатами прежних исследований по установлению причинно-следственных связей 
между природой вешества н проявлениями гематотоксичности без детаянзавин днагноза заболевания крови. 
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Гемолитические анемии 


Гемолитическая апемия связана с избыгочным разрушепием эритроцитов. Плазматическая 
мембрана эритроцита — важнейший элемент клетки: она является и механической оболоч- 
кой с регулируемыми физическими свойствами. и «диспетчерской» клетки. осуществляющей 
коорлинацию работы клетки в зависимости от поступающих физических и химических сиг- 
налов. Важнейшие компоненты биологических мембран — бслки. Одни из них обеспечивают 
транспорт опрелеленных молекул внутрь клетки или из нес. другие являются ферментами и 
катализируют ассоциированные с мембраной реакции, третьи осуществляют структурную связь 
цитоскелета с внсклеточным матриксом или служат в качестве рецситоров для получения и 
преобразования химических сигналов из окружающей срелы. Различные нарушения в белках 
эригроцитарной мембрапы определяют характер и степень повреждений структурно-функцио- 
нальной организации эритроцигов. В силу своей спеииализацин (перенос кислорода от легких 
к тканям) эритроцит по механическим свойствам является уникальной клеткой, так как, в от- 
личие от пругих клеток. постоянпо подвергается выражениым деформирующим воздействиям 
в кровеносном русле. Для нормального фуикииопирования эритроцит должен в течение отио- 
сительно ллительного времени сохранять свою пелостность и иметь устойчивость к деформа- 
ции; последнее свойство важно прежде всего лля нормальной микроциркуляции. Сиособность 
к леформации определяется формой клетки и эластичиостыо мембраны. 

Свойства мембраны эритроцита и клетки в целом обусловлены наличием белковой мемб- 
ранной структуры, именуемой мембранным скелетом клетки и расположенной па внутренией 
стороне мембраны. Плазматическую мембрану эритроцитов следует рассматривать как откры- 
тую линамическую структуру. способную спенпифичсски и исспепифически связывать белки 
плазмы крови и питозоля эритроцитов. 

Белок глобин является частью мембранпо-связанного гемоглобина. Домен белка локали- 
зовап в цитоплазме и играет важную роль в поддержании формы эритропита и ео метабо- 
лизме. М-кониевая последовательность цитоплазматического домена богата аминокислотными 
остатками кислого характера. На этом участке находятся центры связывания тидролитических 
ферментов — гаицеральлегид-3-фосфатдегилрогеназы. альдолазы, каталазы и др. Цитонлазма- 
тический домен является местом локализации мембранно-связанного гемоглобина (см. ниже). 
Гсмоглобии оказывает стабилизирующес действие на эритроцитарные мсмбраны. В эксперн- 
менте на животных доказано, что во фракииях эритроцитарных мембран с большим содержа- 
нием гемоглобина разрушение липопротениовой структуры мембран ири их дегидратации про- 
исходит намного слабес, чем во фракциях с малым содержанием гемоглобина. В поддержапии 
структурной целостности эритроцитов большое значение имеют внутренние примембранные 
белковые слои. В основе измеисния условий для структурирования белковообразующего при- 
мембранного слоя внутри эритроцитов может лежать изменение свойств поверхпости внешией 
стороны. Поэтому всякая молификания как самой мембраны, так и солержашегося в ней ге- 
моглобина сопровождается изменением свойств сгруктуры в целом (например. мехаиических — 
изменение формы и степени деформирусмости). 

После разрушения эритроцитов часть гемоглобина находится в нлазме крони. сохраняя спо- 
собиость к связынанию кислорода. Олнако гемогпобин, своболио циркулирующий в плазме кро- 
ви, является нефротоксикантом. Гсмояиз характеризуется также и ускоренным разрушением гемо- 
уюбина. В норме гемоглобин в эритропитах сохраняется практически весь период жизни клетки. 
Однако при тяжелых интоксикациях (например. уксусной кислотой) в течение суток уровень его 
может снизиться до 30%. При гемолизе повышается содержание белка в илазме (до 20 против 7% 
в норме), в связи с этим изменяются осмотические и другие физико-химические свойства крови. 
снижается скорость лиссопиации оксигемоглобина. Содержание 2.3-лифосфоглицерата — вешес- 
тва. обссисчинающего протекание реакиии между кислороцом и гемоглобином, в плазме крови 
значительно ниже, чем в эритроцитах, поэтому при гемолизе уменьшается снабжение тканей кис- 
лоролом. Токсиканты. вызывающие усмолиз эритроцитов, называются гсмолитиками. 

Аутонммунная гемолитическая анемия — заболевание системы кроветворения. при котором 
происходит разрушение эритроцнтов. вызванное образованием в организме аутоантител — им- 
муиоглобулинов. разрушающих собственные эритроциты. Вследствие дефекта иммунной толе- 
рантности пормальные эритроциты распознаются иммунокомпстентными клетками как чужие 
и на них вырабатываются аититела (рис. 2-7). Оии фиксируются на эритроцитах. захватывают- 
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о Иммунокомпетентные 
О клетки 
Эритроцит "ч 9 
Антитела 
к эритроцитам 
Макрофаг Разрушенный Рис. 2-7. Схема формирования аутонм- 
эритроцит мунной гемолитической анемии. 


ся макрофагами и полвергаютея разрушению (гемолизу) в селезеике. исчени. костном мозге. 
Если появление аутоантител не удастся объяснить каким-либо определенным заболеванием. 
ставится диагноз идиопатического варианта анемии. 

Иммуноаллергические темолнтическис анемии вызывают в основном лекарствениые ерелс- 
тва. наиболее употребляемые из них аитибиотики (пефалоспорины. пенициллин. рифампицин), 
психотропныс (хлорлиазспоксил. лорпромазин): противотуберкулезные (пара-аминосалицило- 
вая кислота, изониазид), нестероилные противовосналительные (индометанин, фенилбутазон, 
фенаистии), антимикробные и аитипротозойные (сульфаниламилы. хинилии, хинии), типогли- 
кемические (толбугамид) и лругие препараты, Иммуноаллергические процессы. возникающие 
лишь у ограниченного числа людей и связанные с индивидуальными врожденными пороками 
метаболизма. ипогда проявляются как гематотоксичность. 


Нарушение функций гемоглобина 


Гемоглобин (НЬ) прелставляег собой теграмерный белок (строение гемоглобина полробио 
обсужлается в курсах органической и биологической химии). В крови взрослого человека со- 
держится гемоглоби А (НБА), состоящий из а,В.-полинептилпых цепей. В лополиение к ос- 
новному НБА в крови взрослого человека обнаружен гемоглобии А, (НБА.). на лолю которого 
прихолится ~ 2.5% всего гемоглобина. Незначительное изменение аминокислозного состава 
глобина, иногда замена лишь олпой амипокислоты. оказывается достаточным лля полного 
изменения свойств гемоглобина. В эритроцитах гемоглобин находится в растворенном состоя- 
нии, несмотря па то что его сопержится более 30%. При изменении амипокислотного состава 

лобина может произойти и изменение его растворимости. В молекуле гемоглобина железо 
отстоит от плоскости порфиринового кольца примерно на 0,5—0.6 А’. Из 6 З4-электронов 
железа Ес (И) 2 электрона спарсны на одной из низших 4-орбиталсй. а 4 электрона зани- 
мают оставшиеся 4-орбигали. их спиновые моменты. согласно правилу Хунла. параллельны, 
суммарный спини равси 2. Магнитный момент гсма в этом состоянии равсн - 5,5 боровского 
магнстона (БМ), а УФ-спсктр поглощения имест характерную полосу с А, - 256 нм. Реакция 
присосдинения молскулярного кислорола не является истинным окислением гемоглобина, так 
как валентиость железа в геме при этом пе изменястся. и эту реакцию правильиее называть ок- 
сигснацией. Присослинепие кислорода ведет к значительным изменениям в пространственном 
расположении структуры НЫ. Атом железа в НБО лежиг практически в илоскости порфирино- 
вого кольца (расстояние до плоскости составляет около 0.16 А°). Все 6 д-электронов спарены 
на 3 низших д-орбиталях. спин равен нулю. ИБО лиамагнитен. УФ-спектр поглошения имсет 
2 характерные полосы сА„„ ~ 576 и 542 нм. Обратимое присоединение кислорода (оксигенация). 
позволяющее гемоглобииу выполнять свою осиовиую функнию перепосчика, обеспсчивается 
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возможностью образовать прочные 5- и 6-ю коорлипационные связи и перенести электрон на 
кислород не от Ее (11). а от имидазольного колына гистилина гема, Структурные изменения в 
активном центре приводят и к значитсльным изменениям пространственной структуры всего 
белка. При оксигенаиии (персхол от Т-* к К-форме гемоглобина) смешение отдельных амино- 
кислотных остатков достигает 7 А’. Как было сказано выше, четвертичная структура гемогло- 
бина характеризусгея наличием 4 полипсптилных ценей. образуюших 20- и 2В-субъсдиницы, 
которыс образуют димеры. Переход от Т- к К-форме сопровожластся поворотом одного димера 
относительно другого иа 12—15 Л? и в конечном счете приводит к увеличению «карманов». в 
которых находятся гемы. Эти структурные изменения инициируются присослипспием первой 
молекулы О, к олиому из свободных гемов и распространяются на всю глобулу. Именно поэ- 
тому в равновесной смеси всегла присутствуют Т- и В-формы. Димеры в Т-форме стягиваются 
14 дополнительными (по сравиению с К-формой) связями (волородпые. гидрофобпые. ван -дер- 
ваальсовы и лр.), а между субъелинииами в Т-форме встраиваются молекулы 2.3-дифосфогли- 
перата, что также приводит к сужению «карманов». Триггером для структурных перестроек при 
переходах между Т- и К-формами служит присоединение или отщепление кислорода. 

Итак, кислород, взаимодействуя с НБ, образует пестойкос соединение — оксигемоглобин 
НБО. степень диссоииации которого регулируется 2,3-лифосфоглицератом и завнсит от РН 
крови, паримального давления О.. а также присутствия в организме ряда ксенобиотиков, вза- 
имолействуюших с НЬ. Нарушение транспорта кислорола связывают с образованием метгемо- 
глобина или карбоксигемоглобииа. При этом нарушается транспорт кислорода к тканям. что 
может привести к развигию гипоксии гемического типа. 


Образование карбоксигемоглобина 


По сгатисгике, в РФ па отравление угарным газом (см. гл. 8.3) приходится до 759 смертей 
при пожарах. 

Карбоксикемоглобин (НСО) — сосдинспис НЬ с оксидом углерода (11) ярко-красного цве- 
та, которое образустся при воздействии на организм угарного газа (СО) и карбонилов метал- 
лов. Сродство СО к иопам Ее?’ гемоглобина в 200—300 раз выше, чем у кислорода, а скорость 
диссоциация НЪСО в 360% раз меньше, чем у НБО. Поэтому при наличии во влыхаемом возлухе 
СО кислород постепенио вытеснястся из гемоглобина. Для полного насыщения гемоглобина 
О. пеобходимо парипальпое давление порядка 12—13 кПа. для насышения СО — 0.06 кПа. что 
приводит к конкуренции между СО и О,. Скорость образования НЬСО зависит от парциально- 
го давления СО (рСО) во влыхасмом воздухе. времени экспозиции СО. объема дыхания (литр в 
1 мии) при опрелелениых условиях (температура. влажность возлуха, данлепие). Стабильность 
комплекса НЫСО также зависит от ряда факторов. из которых наибольшее значение имеюг 
концентрация СО и О, во нлыхаемом возлухе. парциальное давление О, и СО, в крови. СО — 
питотоксикант, не только оказывающий повреждающее действие па систему граисиорта О, 
гемоглобином. по и нарушающий работу тканевых биохимических систем. содержащих желе- 
зо. Способ поступления СО в организм только один — нигаляпионный. Токсический эффект 
для человека наблюдается при вдыхании воздуха с коннентранией СО 3:107 г/л в течение | ч. 
Токсикокииетика, меточы идситификации и количествениого определения СО в крови пост- 
ралавших или пятнах крови на вещественных доказательствах иривелены в главе 8.3. 

Отравление СО характсризустся симитомами поражения центральной нервной системы: 
шумом в ушах, головной болью. головокружением. тошнотой, рвотой. слабостью, наруше- 
нием сознания, глубокой комой. Вслелствис гипоксии развиваются отек мозга, гипертензия, 
сменяющаяся гипотонией. отмечаются деструктивные процессы в ткани мозга, приводящие 
к формировапию стойких нарушений функций нентральной нервной системы. Часто острое 
отравление СО проявляется изменением окраски кожных покровов (от розовой до алой) и вы- 
сыпаниями на коже, тахикарлией, аритмисй. ниемисй, инфарктом миокарда. отеком легких, 
последующей почечной непостаточностью. 

Тяжесть состояния пострадавших соответствует содержанию НЫСО в крови. Интенсивное 
курение сигарет может повысить его содержание до 16%, а при коинентрации НЬСО 60-70% 


* В сот амтл. тојахей) и Т сог ап. 1спяе). Состояние В хирактеризустся высоким. п Т — низким сролством к О,. т.е. 
сильным и слабым связыванием молекулярного кислорола соответственмо. 
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возможеп летальный исход. В то же время содержание НЬСО в крови. которос определяется 
при посгуплении больного в стационар. не может служить надежным критерием определения 
тяжести состояния пострадавших. В болынинстве случасв солержание НЬСО в крови постра- 
давших уже не бываст высоким. в то время как клиническая симитомагика свилетельствуег о 
тяжелой степени отравления. Подобное несоответствие можно объяснить тем. что со временем 
происхопит диссоциация комплекса, СО удаляется из организма. поэтому болыпос лиагиос- 
тическое значение имсег определение НЬСО в крови. взятой непосредственно на месте про- 
исшествия. Тяжесть клинической картины отравления угариым газом опрепеляется ие только 
содержанием НЬСО в крови. но и потребностью организма в кислороде, а также интенсивнос- 
тью физической активности пострадавшего. Зависимость между концентрацией СО в возлухе. 
содержанием НЫСО в крови и признаками отравления прелставлена в табл. 2-13. 


Таблица 2-13. Зависимость между кониентрацией СО в возлухс. содержанием НЪСО в крови и иризна- 
ками отравления 


СО в воздухе, НЬСО в крови, % Признаки отравления 
мг/л 
0.08—0.11 0—10 Бессимптомно 
0.20 10—20 Интоксикация легкой степени тяжести: шум в ушах, голов- 
ная боль. головокружение. тошнота. кожная гиперемия. 
0.23-0.46 20—30 Интоксикания средней степени тяжести: сильная головная 


боль. стук в висках. тошиота 
0.46—0.88 30—40 Инпзоксикация средней степени тяжести: резкая головная 
боль. туман в глазах. слабость. рвота. возможен коллапс 
0.80-1.35 4—50) Интоксикация средней стевени тяжести: выраженные рас- 
стройства дыхания и функций сердечно-сосулис гой систе- 
мы, часто наблюдается коллапс 


1.26—1.76 50—65 Иитоксикания сильной степени ляжести: кома. судороги. 
1.8—5.7 возможна смерть 

5,7—14,08 65—91) Смерть настунаст менсе чем через 1 ч влыхания 

Более 14.08 90 Смерть наступает после нескольких минут вдыхания 


Карбонилы металлов 


Из множества известных карбонилов металлов пситакарбонил железа [Ес (СО) ] и тстракар- 
бонил пикеля | МСО), | использующиеся для получения чистого железа и никеля, а также в 
некогорых процессах химической промышленности, представляют интерес как диверсионные 
ялы. 

Пентакарбонил железа — желтая жидкость с земнературой кипения 102.7 °С и температурой 
замерзания —20 “С. При обычной температуре. облучении или контакте с активированным 
углем пентакарбопил железа разлагаегся с вылелением СО. 

Тетракарбонил никеля — бесиветиая жидкость с температурой кипения 43 °С и высоколе- 
тучая. Пары №(СО), в 6 раз тяжелее воздуха. Группы СО в МК СО), легко замешаются другими 
молекулами и радикалами. например РН,, РЕ,. СМ”. Это неустойчивое соелинение. которое 
постепенно окисляется на возлухе и выше 60 °С разлагается. Карбопил никеля легко взаимо- 
действует с кислоролом. лавая оксилы никеля и СО. Смесь паров карбонила никеля с воздухом 
самопроизвольно вспыхивает, а иногда и взрывается. Прелельно допустимая кониентрания его 
в воздухе производственных помещений 0,0005 мг/м?. 

Карбонилы железа и пикеля лействуют как ингалянионные ялы. Вследствие своей высокой 
растворимости в липидах они могут проникать в организм и через кожу. В искогорых случаях 
картина отравления и механизм токсического действия иныс, чем при отравленин СО. По-ви- 
димому, их отравляющее действие зависит от того, вдыхают ли собственно карбонил металла 
или пролукт его разложения, т.е. СО. 
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Детоксикация отравлений оксидом углерода 


Связь СО с НЬ обратима. При улалении постралавнюго из атмосферы, солержашей СО, про- 
исходит быстрая элимипация токспканта из организма. поэтому лечение пало начинать без- 
отлагательно. Как только постралавшего вынесли из помещения, где произошло отравление, 
ему дают кислоропную маску и держат ло тех пор. пока содержание НЬСО в крови не пони- 
зится до безоиаспого уровия (10%) в 2 последовательно взятых пробах. Обычно такого уровия 
НЬСО можію достичь при гипербаричсской оксигсиаини за 1,5 ч. Это наиболее эффективный 
и специфический способ детоксикации. позволяющий значительно ускорить диссоциацию 
НЬСО и увеличить содержание кислорода, растворенпого в плазме. Критерисм для проведс- 
пия гипербарооксигенации являстся содержание НЬСО в крови более 25%. Иногда назначают 
внутривенно метиленовый сипий в больших дозах — 50—100 мл 1% водиого раствора или 
12 раствора в 25% растворе глюкозы (препарат хромосмон). В РФ запатентован препарат аци- 
зол [бис-(!-винилимилизол)-цинклиацетат| как антилот при отравлении СО и антигипоксант 
при кислоролной пелостаточности. Ацизол может быть использова в качестве профилактичес- 
кого и лекарственного средства. а также для экстренной мелининской помоши в чрезвычайных 
ситуациях при поражении людей СО и продуктами неполного сгорапия органических вешеств 
в очагах крупномасштабных катасгроф или химических аварий. Лекарственная форма: ампулы 
| мл 6% волного раствора или 0.5% раствора в новокаине, прелназначенные для внутримы- 
шечного введения. Препарат применяется в дозе 60 мг. при тяжслом отравлении лонускастся 
повторное введение ацизола через | ч после первой инъекпии. При остановке дыхания пока- 
заны интубация. использование аппарата искусственной вентиляции легких (пол давлением), 
персливапис крови. симнтоматическос лечение. Если постралавший продолжает оставаться в 
коматозном состоянии болес 7—8 ч, прогноз неблагоприятный. 

Итак, в крови гемоглобии существует по крайией мере и 4 формах: НЬО. НЬ, НЬСО, метгс- 
моглобин (МеНЬ). В эритроцитах молекулярные формы гемоглобина способны к взаимопре- 
вращению. их соотнощение определено индивидуальными особенностями организма. 


Образование метгемоглобина 


В отличие от НЬО, МиНЬ содержит трехвалентиос железо. прочно связываст кислород и 
иоэтому непригоден пля его транспорта. В МеНЬ при нейтральных значениях рН место кис- 
лорода занимает молекула волы. Ее (11) находится значительно ближе к плоскости гема, чем 
в НЬО, все 5 4-электронов иеспарены и занимают 5 4-орбиталей, суммарный спин равен 5/2, 
а магнитный момент — 5.91 БМ. Методом гамма-резонансной спектрометрии (ГРС) установ- 
лены конформанионные перестройки НЬ при измепении электронного состояния Ее?° в геме 
после присоединения 6-го аксиальиого лиганда — молекулы О, (см. выше и тл. 6.4.3) и обра- 
зования МеНЬ. содержашсго Ее”. 

В норме МаНЬ содержится в эритроцитах в небольшом количестве (0,5—1%), так как при 
взаимодействии молекулярного кислорода с НЬ существует некоторая вероятность окисления 
последнего: молекула О, может окислить Ее?* гема. Поэтому при дыхаини в эритроцитах не- 
прерывно образуется и Мень. В эритроцитах сушествует специальная ферментная система, 
восстанавливающая МеНЬ в НЬ (см. ниже), способствующая конформапиопным преращени- 
ям НЬ и сохранению равновссных концентраций НЬ и МеНЬ. При нарушении работы этой 
системы возникает тяжелое заболевание — меттемоглобинемия, при которой НЬ перестаст 
быть переносчиком кислорода. 

Многие лекарственные вешества (например. нитроглиисрин, сульфаниламиды, хлорзмфе- 
никот. ПАСК, антипирин), особенно при их длительном применении в больших дозах, могут 
вызывать метгемоглобипемию. Одиако у болыпииства люлей после отмены препаратов под 
влиянием метгемоглобинредуктазы происхолит восстановление МеїНЬ в НЬ. 

Мень в концентрации более 1% способеи вызвать гемолиз эритроцитов, что в свою очередь 
приводит к падению парииального давления О, в тканях и развитию гипоксии. В присутствии 
токсикантов, обладающих окислительной способностью, равновесие нарушается, слвигаясь в 
сторону образования МеНЬ, концентрация которого значительно повышается. Если в орга- 
пизме функция и солержание глутатионпероксилазы находятся в прелелах физиологической 
нормы. то в эритроцитах происхолит восстановление токсикантов. и равновесие реакции ПБ — 
Мань не смешастся. При нарушении в системе окисление-восстановление глутатиона (см. 
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гл. Зи 4) токсикапты могут накапливаться в эритроцитах. приводя к умеренной метгемогло- 
биисмии и гемолизу. При этом в крови обнаруживают продукты денатурацин НЬ (тельиа Гей- 
нца). Возможно восстановление МеНЬ в Нб и с помощью других редокс-ферментных систем: 
никотинамидалениндинуклеотида НАД’ — НАДН (иреимушественно) или никотинамилалс- 
нинцинуклеотидфосфата НАДФ* — НАДФН (см. гл. 3 и 4). При участии гексозо-6-фосфат- 
дегидрогеназы (Г-6-ФДГ) происходит образование НАДФН, который в присутствии метге- 
моглобипредуктазы восстанавливает как Минь в ПИ, гак и глутагион. Степень новреждения 
эритроцитов метгемоглобинообразователями в значительной мере зависит от токсикокинети- 
ческих параметров (см. гл. 4) ксенобиотиков и/или их метаболитов при условии близких зна- 
чений окислительно-восстаиовительного потенциала сравниваемых вешсств. 

Содержание МаНЬ в крови коррелирует со степспыо выраженности симптомов отравления. 
папример пизноз кожных покровов и видимых слизистых оболочек соответствует содержанию 
Меір в крови более 15%. При копиентрации Ме НЬ в крови более 55% диагносцируют гипо- 
ксию, при концентрации более 70% возможна смерть. Определепиые гоксикапты способству- 
ют образованию наряду с МаНЬ и сульфгемоглобина ($НЬ). который усиливает лиссониацию 
НБО. В этом случае, как правило, лезальные случаи редки, но цианоз сохраняется даже при 
ингаляции кислорола. которая не облегчает ситуацию. Повышенное содержании в крови вос- 
становлениого НЬ (вслелствие усиясипого вылеления кислорода тканями. плохо снабжаемыми 
кровью), наоборот. требует срочного провеления ингалянии кислоролом. 

Метаболитами миоғих токсикаитов (табл. 2-14) являются ироизволные гидроксиламина. 
который провонируст образование МегНЬ. Амино- и нитропроизводпые бензола в результа- 
те токсикокинстических реакций переходят в фенилгилроксиламин (ФГА) и нитрозобензол 
(НЗБ). способные обратимо превращаться друг в друга с помошью НАД! —НАДН- и НАДФ" — 
НАДФН-зависимых редокс-систем. Окислительно-восстановительный процесс ФГА-НЗБ-ФГА 
обладаег высокой Мс НБ-образуюшей способностью. Гилроксиламин- и нитрозобензолдери- 
ваты выделены как промежуточные продукты биотрансформапии анилина, М-алкиланилинов, 
р-фсистилина. р-хлоранилипа. р-иитрохлорбензола, р-аминопропиофенона и многих других 
соединений. 

Активными окислительными агентами в реакциях превращения 16 в Мей являются сво- 
бодные раднкалы, образуюшисся как в процессе окисления ФГА в НЗБ. так и в процессе вос- 
становления нитрозогруипы в гидроксиламипогруппу. Произволныс гилроксиламина и группа 
питритсодержащих соединений (см. табл. 2-14) вызывают в организме неэквивалентные тема- 
готоксические эффекты. Если иитриг натрия способствует образованию МеНЬБ. то воздейс- 
твие гидроксиламина сопровождается образованием МеН, 5НЬ, формированием выраженной 
гемолитической анемии и телец Гейипа. 

Производные гидроксиламина взаимодействуют с микросомальными цитохромами Р450 с 
образованием гилроксиламинооксила, быстро окисляюшегося до МО. и ряла супероксидных 
разикалов (см. гл. 3). при участии которых и происходит окисление НЬ в Ма НЬ в еше нс- 
поврежденных эритронитах. Известно. что эритроциты облалают различными антиоксидант- 
ными биологическими механизмами. противостояшими внугриклеточному оксилагивиому 
стрессу: системой глутатиона. рядом пероксидаз. сулероксиллисмутаз и каталаз. Глутатиоп 
является не только важным компонентом защиты эритроцитов, но и субстратом для глута- 
тионпероксидазы при прямом воздействии свободных радикалов. В эритропитах отсугствуег 
белоксиитезирующий аппарат. в них не происходит обновления белковых молекул, в связи 
с чем адаптивные свойства этих клеток и их роль в резистентности организма во многом 
зависят от соотношения прооксидантов и антиоксидантов. Несмотря на хорошо развитую 
антиоксидантиую систему, эритроциты все равно повреждаются при окислительном стрессе, 
видимо, из-за отсутствия митохондрий и вследствие этого низкой энсрестической обесисчен- 
пости. Гемолиз эритроцитов может быть следствием альтерации мембранных белков, при- 
чем мембранные нарушения инициируют усиленное удалепие повреждениых эритроцитов 
из крови макрофагами селезенки. Структурные изменспия в белках мембран эритроцитов 
являются следствием окисления глутатиона, сульфгилрильных групп мембран. образования 
специфических комплексов — так иазывасмых смешаиных белковых дисульфидов. что и 
способствует повреждению мембран и формированию гемолитической анемии вследствие 
воздействия гоксикапгов. 
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Увеличение концентрации МеНЬ поланляет активность глутатион-%-трансферазы, глутати- 
онпероксидазы, метиемоглобинредуктазы и ускоряст ПОЛ. Свободные радикалы (в частности, 
МО’) в 1000 раз быстрее реагируют со свободным внеклеточным ПБ, чем с эритроцитами. Выход 
НЬ из эритроцитов и дальнейшие преврашения МО’ инициируют гемолитические процессы. 
В формировании телец Гейнца (белковых гранул, образующихся из денатурированного глобина 
после лиссоциации гемоиротсида на гем и глобии) значительная роль припаллежит смешанным 
лисульфидным комплексам глутатиона н НБ, наличие которых и ведет к изменению пормальной 
третичной и четвертичной структуры НЬ. На поверхности НЬ оказываются гидрофобные участ- 
ки. которые путем гилрофобпо-гилрофобных взаимодействий (см. гл. 2.2) с липилпой матрицей 
мембраны образуют мембраино-связанный НЫ. Последний образует со свободными молекулами 
НЫ за счет сил адгезии аморфную массу. идентифипируемую в эритроцитах в виде телец Гейнца. 
Вслед за появлением мембранно-ассоциированных гемоглобиновых коннюмератов происходит 
парушепие структуры скелетных мембраниых бслков в і-й и 2-й мембранопротеиновой цепи и 
увеличивастся их молекулярная масса. Возможно. эти структурные изменения обусловливают 
развитие осмотического стресса и гемолиза эритроцитов при воздействии токсикантов. Гил- 
роксиламии с НЬ или миоглобииом (МБ) образует устойчивый железонитрозильный комплекс 
(НЫРе?"—ОМ или МО-ОМ), струкгура которого установлсна методом ГРС (см. гл. 6.4.3). Образо- 
вапие комплексов НЬЕе+—ОМ или МЬ-ОМ значительно затрудняет образование НЬО и транс- 
порт кислорода к тканям. что прииодит к развитию гипоксии. 

Известно. что гидроксиламин — энлогенный вазолилататор. так как, являясь продуктом 
жизнелеятельности клеток млекопитающих, опосредоваино (из-за образования №О при ме- 
таболических преврашениях) облалает выраженным сосудорасширяюшим свойством. По-ви- 
лимому, в норме їп умо гилроксиламин превращается в МО преимущественно в эритроцитах 
и наряду с МО-сиитазой и нитрат-нитритной ксантиноксилазой служит его дополнительным 
источником. Однако при действии токсиканов. метаболитами которых являются производные 
гилроксиламина. значителыю возрастает концентрания МО, что сопровожлается окислитель- 
ным стрессом и гематотоксичностью. 

Иногда иреаотвратить образование метгемоглобина в крови больных можно введением ан- 
тидотов (см. гл. 2.5). Например. внутривенное введение в малых дозах (0.1-0.19 мл 1% раствора) 
метиленового синего (из расчета 1—2 мг/кг) приводит к восстановлению МеНЬ в НЬ. Тетра- 
мстилтиопииа хлорид — краситель мсгилсновый синий — обладаст окислительно-восстанови- 
тельными свойствами и может играть роль акисптора и донора ионов водорода при различных 
биохимических превращениях. Прежде чем вводить пострадавшему антидот. необхолимо иметь 
лабораторные данные о содержании в эритроцитах Г-6-ФДГи метгсмоглобнирсдуктазы. Введе- 
ние антидота при их лефините вызывает вторичное метгсмоглобинообразование, развиваегся 
гемолиз и парастаст гемолитическая анемия. 

При отравлениях угарным газом (см. выше), синильной кислотой и ссроволоролом (см. 
гл. 8.3) назначают внутривенно 50—100 мл 1% водного раствора или 1% раствора метиленового 
синего в 25% растворс глюкозы, что основано па его способности в больших дозах окислять 
гемоглобин в метгемоглобин. образующий с указанными токсикантами устойчивые комплек- 
сные соединения. 

При наслелственной нелостаточности метгемоглобинредуктазы в крови больных копцен- 
трапия МеНЫ повышается до 30—40%. а их чувствительность к действию токсикантов-мет- 
гемоглобииообразователей резко возрастает. Различают метгемоглобинемии врожденные эи- 
зимопенические. обусловленные резким снижением или полным отсутствием в эритроцитах 
активности метгемоглобинредуктазы. и паследственные, развивающиеся в результате наличия 
нестабильных или аномальных гемоглобинов, в которых в результате генных мутаций про- 
изошла замена аминокислотных остатков в о- или В-пепях глобина (М-гемоглобинопатин). 

Энзимопенические метгемоглобинемии у гомозигот наслелуются по аутосомно-рецессивно- 
му типу. Сразу после рождения ребенка на коже и слизистых оболочках, особенно в области 
губ, поса, полости рта. на мочках ушей, ногтевом ложе. выявляется цианоз. Он сохраиястся в 
течение всей жизни, усиливаясь при охлаждении, приеме метгемоглобинобразующих лекарс- 
твенпых препаратов (фенацетии. викасол, искоторые сульфапиламилы и др.), употреблепии в 
пишу пролуктов. содержаших ниграты, у женшин может проявляться в период беременности. 
Кровь у таких больных темно-коричневого ивета в результате повышения сопержания МеН. 
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У гетерозигот концентрация МаНЬ в крови составляет 1—25. признаки заболевания отсутству- 
ют. Цианоз может появиться после возлействия метгемоглобинобразующих вешеств. 

М-гемоглобинопатии наследуются по аугосомно-доминантному тину; встречаются только 
у гстерозигот. У больных с о-пепочечным варнантом М-гемоглобинопатии нианоз отмечается 
с момента рожасния, с В-цепочечным — с б-месячного возраста. Другие проявления болезни, 
как правило. отсутствуют. Гомозиготная патология несовмсстима с жизнью, так как весь син- 
тезирующийся в организме НЬ в этом случае представлеи Ме НЬ. 

При метгемоглобинемии. обусловленной дефицитом редуктаз. пазначают болыпие лозы аскор- 
биновой кислоты, способной взаимодействовать с токсикантами в эритроцитах. но со значительно 
меньшей скоростью, чем метиленовый синий, примепягь который в такой ситуации нельзя. 

В табл. 2-14 приведены примеры ряда химических соединений, способных проявлять гема- 
ТОТОКСИЧНОСТЬ. 


Таблица 2-14. Гематотоксиканты® 
Гематотоксиканты Примечание 


Апилин, его метаболиты и 
производные 


Основной метаболит ароматических аминов — ФГА — ответстнси за обра- 
зование Ме НЬ, повреждение мембраи эритроцитов и развитис гемолити- 
ческой анемни (см. гл. 8.2) 


Аптипирин и его произ- Могут иаблюдаться граиулоцитоисния и агранулоцитоз 


волные 
Антибиотики: левомици- Моғут наблюдаться тромбоцитопения. лейкопения. агранулоцитоз, апласти- 
тин. ческая анемия. Не рекомендуется назначать одновпременио с лекарствени - 


цитостатического лействия 
(актиномипин, оливоми- 


ми средствами, угнетающими функцию кроветворения (сульфаниламилами, 
иитостатиками). Чувствительны лица с лефицитом глутатионредуктазы н 


цин. пуромиции} 


Ароматические утлево- 
породы, их мстаболиты, 
интро- и галеенопронз- 
водные 


1.3-Буталиен 


Водород мышьяковистый 
(арсин) 


Водород сурмянистый 
(сгибин) 


Галогенопроизводные 
углеволоролов алифати- 
ческого ряла 

Гидразин, метил-гидразин 
и его произвохные, фсинл- 
гидразин 


Г-6-ФДГ 

Высокая активность в гранулонитариых элементах костного мозга фер- 
мента миелопероксидазы. катализирующего окисление метаболита бензола 
— гидрохинона — в 1.4-бензохинон. сопровожлается своболнораликаль- 
пыми процессами в клетках. Хроническое лействис в коицентрациях более 
100 ррт связано с нарушениями гемопоэза и иммунной системы (лейко- 
пения. тромбоцитопения. лимфовцитопеиня. панинтопения). Уменьшение 
числа форменных элементов в крови часто происходит на фоне гиперпла- 
зми костного мозга с признаками залержки созревания клеточных эле- 
ментов эритроилного и миелоилного ряда. Действует на клетки костного 
мозга. находящиеся в фазе С2 митоза. а в сублетальных лозах — ма клетки 
в периоле клеточного деления (см. гл. 8.2) 


Гематологические изменения при ллительном воздействии; лейкопения, 
псйтропения. тромбоцитопения. земолитическая анемия, птотромбинемия 
(релко) 


Сопровожластся снижением солержания глутагиона в эригроцитах, угне- 
тением эритрондного ростка костного мозга. Возможен токсический отек 
легких. Чувствительны лина с лефицитом глутатионрепуктазы и Г-6-ФДГ 
(см. гд. 8.5) 


Сопроножластся вторичным пораженнем печени и почек: гематурией. гош- 
ногой, рвотой, желтухой, шоком, признаками острой почечной недосгатоЧ- 
ности (см. га. 8.5) 


См. выме тазотенопроизводиые аромаических углеводородов 


Чрезвычайно токсичные соединения, вызываюшие нейтрофильный лейко- 
ПИТОЗ, лимфоиению, эознпойсиию. При остром отрависиии вначале увс- 
личивается количество эритроцигов и гемоглобима, в последующем оно 
уменьшается в связи с гемолизом. Гилразин оказывает влияние на сверты- 
вающую сисгему крови, вызывая инактиванию факторз УШ бак называс- 
мого антигемофилического глобулина). Чувствительны лица с дефицитом 
улутагионренуктазы и Г-6-ФДГ (см. гл. И) 


Гилрокснламнн. ФГА 


Дапсои. лиаминонифе- 


нилсульфюн н аругие 
сульфоны 
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Продолжение тада. 2-14 


См. анилин 


Чувствительны лица с дефипигом глутагионрелуктазы и [-6-%ФЛ. Развива- 
ются как мепемоглобинемия. так и судьфгемонюбиисмия. гомолиз (снустя 
ислелю после интоксикниииь, анемия 


Лекарственные вещества 
алкилирукниего действия 


Вероятность возникновения (ло 20%) ииоричной ОМЛ зависит от доз пи- 
гюстатика и дополнительного облучения 


Соелинения. содержание 
а ионной форме: 
медь При остром пероральном отравлении обнаружение гемоглобина в плазме 
крови и моче. снижение резистеитности эритронитов. гемолитическая ане- 
мия. сулыргемоглобинемия. билирубннемия 


спинеци Угистенне эритропоэза вследствие нарушения пронссса сиитоза гема, оно- 
срелованиое полавленис активности легизрогеназы б-аминолевулиновой 
кислоты и/или поврежление мембраны эритронитов (сииженис устойзи- 
‘пости эритроцитов). Обнаружение порфнрина в моче позяний признак 
ингоксикапин. Диагностические признаки хронической пнтоксикацин — 
наличис в моче о-аминоасвулиновой кислоты, в плазме крови повышениый 
уронень свинца. Анемия различной степени тяжести 


См. гл. 8.5 


Чувствитсльны лнца с дефицитом глутатиопрелуктазы и Г-6-ФДГ. В завн- 
симосги от лозы — пренятствует или способствуст образованию метгемо- 
глобина (см. текст) 


другие 


Мсіненовый синий 


Сослинения мышъяка При острой нитоксикании нарушение созревания миепобластов, проявля- 

юшесся лейконенней. при хронической ннзоксикании развитие лейкемий. 

Днагностичсский признак — обнаружение элемента в плазме крони и моче 
в Е-е сутки (ом. гл. 5.5) 

Нитриты, нитраты® Нитригы — активные менемоглобинообразователи; группа риска — лица, 
имеющие дефицит глугатионрелуктазы и Г-6-ФДГ. Нитраты восстанавлива- 
ются в питриты в нечени (при участии системы глутатнон—нитратредукта- 
за) и желулочно-кишечиом тракте (при участии Аейенсши сой. Рхсидотопая | 
аигосепоза и др.\. Факторы. ускоряющие восстаповление нилратов: повы- 
ишенный рН среды в жслулке. активность микрофлоры в ЖКТ. нелостаточ- 
‘ная реакционная способность системы НАД*-НАДН-мстгемоглобинрс- 

луктаза. Отравлснис сопровождается гемолизом и гемолитической анемисй 


Нитрофураны | Прогивопоказаны при дефиишиле Г-6-ФДЕ. поворождениым в связи с ис- 
зрслостью ферментных систем и связанным с этим риском возникновения 
гемолигической анемии 

Озн Биологичсскис свойства озона всльзя рассматривать как свенифическис, 


ибо они проявляюгея при участии момеитально образующихся продуктов | 
‘озонолиза других псщеетв 


Оксил углерола (10 и кар- См. текст выше: образование НЬСО в кропи 
боинлы металлов 


Хлорсолержашие иссти- Высокотоксичные, стойкие (см. га. 8.4). Например. под влиянпем УФ-лу- 
милы (альдрин. лильлрин. чей болес 90% гептахлора преврашастся в эпокись гепгахлора — соелннс- 
энарии. гексахлорбеизол. ине. которое во много раз токсичнес исхолного и является канперогеном 
токсафен. мирекс. хлор- 

лан. гентахлор, ДДТ) 

Пиридин и его произвол- |Вызывают замедление скорости оселания эритропнтов. савиг лейкопигар- 
ные пой формулы вчево 


См. тя. П 


Чувствнтсльны лица с дефицитом глутагионредукталы п Г-6-ФДГ. Возмож- 
но развитие лейкопенин (см. анилин) 


Природные токсины 


Сульраниламиды 
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Окончание тайл. 2-14 


Феполы. аминофенол н |Оргзнами-мишенями у человска для фенода и крезолов. постунииших в ор- 

его произвояные}, пиро- | ганизм пероральным путем. наляюися кровь и почки; сиижаезся функиио- 

галлюл. гилрохинон нальмая акиивносиь лейкоцитов. наблюдается эритроненин. В эксперименте 
в занисимосги от лозы фенола в косом моеие животных интоиенвиесть 
| созревания эритробласгон снижается или позристает 


Хлорат (бромат! калия См. гл. 8.6 

(натрия) 

'Утиленоксил | Мулаген. цитотоксикаит, может вызваль лейкемии различных типор 
Эфиры эгняенгликойя Ансмин. гринулоцитопения. В косгном моис (при нормальних показителях 


периферической кроші) признаки миелоилиой гииоцлазии, нонреждения 
стромы костного мозга. силеробластоз (см. еа. Х.2) 


“Известны локсикочании. обуслонленные пристрастнем к иниаляции леручих нитросослинений 


2.4.4. Нефротоксичность 


Вешества различной химической приролы. избирательно вызывающие как структурные. так 
и функциональные изрушения почек. называют нефроксикантзми. а результат их возлействия — 
пефротоксичиостью. 

Нефротоксичиость может быть слелствисм нрямого позлействия токсикантой и их метабо- 
литов па клеточные структуры почки или мочевого пузыря. что сопровожлаегся вылелеписм 
сненифических биомаркеров. нанрямую связанных с понрежиенным сегментом. а также слелс- 
твием нарушения гомеостаза. 

Причины. которые вызывают повреждение почек. могут иметь преренпальный (парушепис 
гсмолипамики — снижение гемопсрфузин почек н др.). ренальный (повреждение ткаин почек) 
или Лостренальный (закупорка дистальных канальцев нефрона) характер. 

К органам мочевой системы отпосятся почки, мочсточники, мочевой пузырь и мочеиспуска- 
тельтый капал. Почки — мочеобразующие органы. остальные — мочевынодяшие пуги. Почки 
{парный орган) массой около 300 г, каждая из которых содержит более 1 мли нефронов. полу- 
чают ог 20 до 25% миитутного объема сердечного выброса крови. Структура исфрона — ключ к 
пониманию сго функции (рис. 2-8). Из олном коние кажлого нефрона имеется расширение — 
круглос образоваиие, называемое мальпигиевым тельпем. Оно состоит из двухслойной кай- 
сулы Боумепи. которая охватывает сеть капилляроп. образующих клубочек. Остальная часть 
нефрона делится на три части. Ближайшая к клубочку часть — это проксимальный извитой 
капалец. Далыше — тоикостенный прямой участок. который. круто разпорачиваясь, образует 
петлю (петлю Геиле): в пей различают (последовательно) нисхоляигий участок. изгиб. восхоля- 
шии участок. Третья часть — дистальный изнитой канален, впалающий вместе с другими дие- 
тальиыми канальцами в собирательную трубочку. Из собирательных трубочек моча попадает и 
почечпую лоханку (факлически расширенный коиеи мочеточника) и лалес по мочегочнику в 
мочевой пузырь. Из мочевого пузыря по моченспускательному каналу моча через определен- 
ные промежутки времени ныводится наружу. Около 1% нефроноп пељиком располагаются в 
корковом псшестве, зу 50% нефронов петли спускаются в наружиую зону мозгового вешества 
почки. 

По сосулам коры почки проғекаст 91—93% крони. в наружное мозговое вешество поступает 
6-8%. во внугеннее мозговое вешество — мепее 1%. Кровоток коры почки в [00 раз ингенсив- 
нее. чем в покояшейся мышие. Особенностью гемюлипамики почки. помимо большого крово- 
пока. является раззитая система его саморегулянии. обусловливающая постоянство кровотока 
и объема клубочковой фильтрации при изменении артериальюго давления в широком лпана- 
зоне. Капиллярный клубочск. окружеиный капсулой Боумена. — это сложно организованный 
мембранный фильтр. В минуту через обе почки человека протскает около 1200 мл крови (600 мл 
плазмы крови). В клубочках из этого количества илазмы образустся приблизизелью 125 мл 
фильтграта. поступающего в иросвет капальца (в сутки около [$0 л). У злорового человека доля 
плазмы. фильтрусмой в клубочках. так пазынасмая фильтрапионная фракция. составляст 19%, 
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Кровь в клубочек поступает по аффсрентной артерноле. раснадающейся на ссть канилляров. 
обшая повсрхность которых в почках человека достигист 1.6 м”. В ночечном клубочке вода и 
растворенные в ней веисства под действием артериального давления выходят из крови через 
стенки капилляров. Поры капилляров настолько малы. что залерживают кровяные клетки и 
белки. Начальный эган мочеобразования — это ультрафильтрация плазмы крови через мем- 
брану клубочка, практически непронинаемую лля белков, но пронускающую воду и низко- 
молекулярные водорастворимые компонениы (большинство продуктов метаболизма ксеноби- 
отиков и/или зилотенных вешеств (шлаков). Такая жидкость называется ультрафильтратом. 
клубочковым фильтратом. или первичной мочой. Ультрафильтрат содержит много полезных 
зля организма веществ (соли, глюкоза. аминокислоты, витамины ип т.д.), которые полвергают- 
ся реабсорбини по мере того. как фильтрат прохолит по проксимальным канальцам нефрона. 
Глюкоза. например. реабсорбирустся ло тех пор. пока полностью не исчезнет из фильтрата, т.е. 
пока ее концентрация не приблизится к нулю. Поскольку перснос глюкозы обратно в кровь. 
гље ее концентрация выше. нлет против градисита кониентрацин. процесс требуст лополни- 
тельной энергии и называется активным транспортом. 

В результате рсабсорапии глюкозы и солей из ультрафильтрата концентрация растворенных 
з нем вешеств снижается. Кровь оказывается более концеитрированным раствором, чем филь- 
трат. и вола пассивно следуст за активио транспортирусмыми солями. С помошью активного 
и пассивного транснорга 7/8 воды и растворенных в ней вешеств из содержимого проксималь- 
ных канальцев всасываются обратно. причем скорость уменынения объема фильграта достигает 
Та в час. При повреждении ночечного фильтра (например. в результатс действия токсикантов) 
з моче могут быть обнаружены элементы крови и белки плазмы крови (нанример. иммуно- 
глюбулины. фибриногсн н др.}. Постоянно прозекающие процессы фильтрации и реабсорбини 
способствуют концентрированию в определенных отлслах нефрона (гланным образом в прок- 
симальных отделах почечиых канальцев) и интерстиинальной ткани почек водорастворимых 
пролуктов метаболизма токсикантов. Поскольку осиовные транспортные н концентрационные 
процессы происходят в проксималыюм отделе канальнев (рис. 2-8). именно этот отлел нефро- 
на наиболее часто повреждается токсикаптами. Кроме того. нронессы. прохолящие в прокси- 
мальных отделах почечиых канальцев (реабсорбиия волы, сскреториые пронессы). чрезвычай- 
но энергоемки. что делает их весьма чувствительными к ишемии. 

Но пропесс образования мочи сіне не окончен. Следующим сегментом мочеобразования 
является петля Генле. где осушествлястся лальнейшее кониентрирование выводимых мочой 
вешеств (солей. метаболитов. мочевины и др.) благоларя противоточному коннентрируюшему 
механизму. Затем фильтрат поступает в дистальные канаяьим. гле за счет активного транспорта 
в него могут перейти и другие вешества. продолжается нропссс кониентрирования мочи. Далее 
фильтраг поналаст в собирагельные трубочки. На эгом этапе. регулируемом наличием или от- 
сутствием антидиуретического гормона (АДГ) в крови. формируется рН и онределяекся обьем 
конечной. пли вторичной. мочи. Если АДГ в крови нелостаточно, то концентрация выводимых 
вешеств резко снижастся. но обьем мочи остается большим. 


Мочевой пузырь 


Моча лепоннруется в мочевом пузыре. Некогорые сослипсния вызывают серьезные пора- 
жения мочевого пузыря (например, рак мочевого нузыря нередко возникает при хроническом 
воздействии ароматических аминов). 

Энлокриниая система почек представлена ренииовым и простагландииовым аппаратом, 
Юкстагломерулярный (рениновый) комплекс, илн аппарат, — особые клетки в стенках при- 
носяших аргериол ночечных клубочков — сскрегируст в кровь одни из ферментов ренин-ан- 
гпотензиновой системы — протеолитический фермент реши» (см. рис. 2-8). Действуя на спе- 
цифический гапкопротеин ангиотеизиногеи, ренин разрывает в эгом белке связь межлу двумя 
остатками лейцина. Образукицийся при этом нсактивпый декапситид (анєпотснзит- 1) пре- 
вращается ферментативно в активный гормон ангиотензин-2 (гипертензин, или ангиотонии). 
Юкстагломеруляриый аппарат также имеет отношение к выработке эритропоэтинов. Так. при 
хронической почечной недостаточности обычно развивается анемия. чаше вызванная умень- 
щением синтеза эритропоэтического фактора из-за разрушения ткани почки. отвечающей за 
этот синтез. 
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ч 2 ЕЕ ЗИ 
Выносящая —Проксимальный  Кортикальный Рис. 2-8. Сасыв строения лала 
Әртераолаә канапец собиракиций гини системы (Афанасьев Ю.И... 


артериола 


Нисходящая или 
тонкая петля Напа 


Простаглаидинолый аппарат нродуцирует один из видов простагландинов, оказывающий 
антигипертензивное действие. Эндокринный комплекс почек участвует в регуляции общего и 
почечного кровеобращения, а через него оказлапаст влияние на мочеобразование. 

Почки играют ключевую роль в метаболизме витамина 0 и паразпроилного гормона, а 
следовательно, в гормональной регуляции кальиня в организме. Гиироксилирование витамина 
12, пропсхолит послелонательно в печени и почках. При нарушений работы почек изменяется 
метаболизм витамина О ип паратировлного гормона. в результате чего может развиться но- 
чечная остсолистрофия. характеризующаяся заболеванием опорно-лвислельного авпарата и 
гиперилазней парутироилной железы. 

Многие токсиканты. способные нролунировагь АФК. метаболизируют, хотя и с разной ин- 
енсивностью. как и исчени. так и в почках. Как было указапо выне. проксимальный отдел 
ночечных капальнсв в напболыней степени подвергается возлействию токсикаитов, в этой же 
области иефрона определяют достаточно высокий уровень активности цитохром Р450-зависи- 
мых окснлаз. При иитоксикации пренмушествениное поражение гого нли того органа зависит 
от токсико-киненнюских характеристик кеенобиотика. Как правило. орган, который оказы- 
вастся первым на пути токсиканта. распрележнющегося с током крови, получасг напбольнюе 
новрежление. Например. один п ют же токсикапт при ингаляционном ностунлении в большей 
степени повреждаег почки. при присме рег оѕ — печень. Почки, как и нечень. являются орга- 
нами-минненями для токсикантов в силу определенных факторов. К пим относятся: 

• мачительная интеисивность почечного кровотока: 
• способность кониентрировать ксенобнотики в пропессе образования мочи; 
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е высокий уровень активиюсти цитохром Р450-завнсимых оксилаз, обеспечивающих биотранс- 
формашию токсикантов: 
» парумшсние структуры и функнни органа при гипоксии. 

Почки обладаюг компенсаторной способностью. Если олна ночка разрушена, оставшаяся 
почка увеличивает скорость клубочковой фильтрашии на 40—60%. а каждый нефрон — реабсорб- 
пию волы и растворенных всшеств. При этом осмотичсский баланс сохранястея и фупкини 
органа не изменяются. Другой способ защиты от разрушения почечной ткани включает ипдук- 
пню металлотионсина (МТ) и белков теплового шока (см. гл. Зи $.5). МТ — белок, который 
выполияст несколько фуикций в организме. Оп участвует в ретулячни уровня паніка и меди в 
крови, летоксикаиии ртути. камня н аругих токсичных металлов. развитии и функциониро- 
вании иммунной системы и нейронов мозга, синтезе ферментов. МТ моду:нируст контроль над 
поведением, эмоциональную память и сошальную алаптанию (см. гл. 8.5). 

Нефротоксичность условно имсет биохимическую. иммунологическую и гемолннамическую 
природу. В конечном счете основой поражения токсикаигами являются процессы, протекаю- 
ине на молскулярном уровне: их возможные механизмы обсужлаются в главе 3. Тем не менее 
слелуст указать. что поврежленне ночечпой ткани может происхолиль путем реализанни опре- 
деленных этапов событий. на каждом из которых ломинирующим может быть как биохимичес- 
кий. так и иммунпологический или гемолинамический фактор. чаще поражение органа связано 
с их суммариым участием. 

Антитела и иммуниые комплексы — это высокомолскулярные образования, которые могут 
присутствовать в гломерулярных структурах почек и нриводигь к формированию гломеруло- 
нефрига или острого интерстиициального нефрита. по не к поражению эпителия почечных 
канальцев. Токсиканты могут инициировать гииериммуиную рсакиию, проявляя свойства гап- 
тснов и формируя собственный антигси нли способствуя поликлональной активации иммуно- 
комистениных клеток, либо действуя иным путем. 

Гемолннамика — движение крови по сосудам. возникающее вследствие разности гидроста- 
тичсского давления в различных участках кропсносной системы — зависит от сонрогивления 
току крови стенок сосудов и вязкости самой крови. 

Количество крови. протекающес через все участки сосудистой системы в единицу времени, 
одинаково. Линейная скорость движения крони обратно пропорциональна всличине суммар- 
ного просвета данного отдела сосудистого русла. Средняя линейнзя скорость кровотока в аорте 
чсловска равна 50 см/с, в кчииллярах — 0.5 мм/с, в нолых венах — 20 см/с. Благодаря упру- 
гости артериальных стенок артериолы при систоле растягинаклся, вмещая дополиительное 
количество крови. а при лиастоле спалаются. снособствуя проталкиванию крови в капилляры. 
Эго обеспечивает непрерывный ток крони в капиллярах, что важно лля обеспечения процесса 
формирования первичной и вторичной мочи. Состояние почечного кровотока зависит от взаи- 
молействия вазолилататорных (простаглаилины. оксил азота. прелсерлный натрийурстический 
гормон) и вазоконстрикториых (тромбоксан А,, ангиотсизин 11, кагсхоламины. эндотелињ) 
агентов. 

Если объем гломерулярной фильтрации снижастся более чем па 70%. поражсние почек ста- 
повится необратимым. 

Нарушения гемодинамики являются частой причиной развития нефропатий, вследствие 
повреждений. вызванных действием токсикаита: 
закупорки просвета канальцев продуктами распала клеток эпителия; 
нарушсиия рсабсорбиии гломсрулярного фильтрата: 
новышения давления крони в капиллярной сети почечного клубочка; 
гиперсскреции ренина; 
нарушения постунления крови в клубочек; 
нарушение гломсрулярной фильтрании: 
ишемии почечных канальнев; 
наличия в сосудиетом русле тромбоксанов и энлотелина. 

Осповные синдромы. развиваюшнеся в результате острых и хронических инитоксикаций по- 
чек. представлены в табл. 2-15. 
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Таблипа 2 -15. Основные 2505 и проявления поражения почек нефротоксикантами 
ы 
|. Сналром ` Проявления иоражения почек , Примечание 


| Острая ночечная нело- — 
статочноси, (ОПН) 


ОПН — кратковременное и обратимие марутю- 
пне фуикний почек 


Тубулоинтерстипидль- Утнегсние функиий почек. Азотемия: повышение в плазме крови содержа- 
ный н нитерстинналь- | ззотемня. олигурия. проте- ния азотсолержащих пизкомолекулирных  ве- 
ный острый псфрит инурня гломеруйярноғо про- шеств (мочевина. креатиниц. В.-мникроглобулииы 
нсхожасиия. н т.д). 
яс Олигурия: уменыиенне колачествя отделнемой 
| мочи (менее 600 мл в сутки) 
Протеинурия: поянаение белка в моче болес 9.51 
. |н суточной пробе; гломерулярная протениупия 
указынаст на разриушснис клубочкового барьера 
кровь— моча 
Гематурия: появление крови в моче вследствие 
иопрежления стопки каннлляроц клубочкой 
Быспжиюогресснрующая почечизи недостаточ» 


Бысгропрогрессирую- | 
щий гломерулонефрит 


Гемзтурия и оангурия 


Тубулоинлерстиитиаль- 
вый хронический 
фри 


ночеч- 


Хроническая Перманси пюе — парушение 
пая недостаточность функций почек, аютеомия. 
(ХИН) винлоз. анемия. типертен- 


зия. Уремия 


Различные признаки капаль- 
исвых дисфункций: протс- 
инурия кинальцевово чина. 
апилоз и снижение улельно- 
го носа мочи 


пс- 


пость Гот | мсе ло 1—2 яст) 


ХИН — синдром. обусловленный пеобрилимым 
уменьшением числа и массы функниопирукяцих 
нефронов. професспрующий независимо от пер- 
поиричнны в срок ог 2—3 лет до нескольких де- 
зиилстий 

Уремия: совокупносгь клинико-дабораторных 
признаков терминальной сталин ХПИ 
Протеинурия канальцевого типа: в моче иизко- 
молекулярные белки в спязи с повреждением 
проксимальных отделов почечиых канальцей 


| Азотемия — см. выше 


Нефротический сина- Тяжелая протеипурия (более | Гипонротсинемия: резкое снижение содержания 


ром 3,5 г белка в суточной моче), белка в крови. Общий отск при отсутстиии сер- 
Интерстициальный не- ғиповпротсинемия, отеки, ги- / дечной ислостаточиости или нирроза поени ука- 
фрит нерлипиаемня зывасг на аниопротениемию. 

Гломерулосклероз 


быстропротресепрую- Гоматуриа и олшурия 
ший гломерулонефрит 


Гемагурия: см. выше 


Примечание. Гипераниияемия — нарушение жирового обмена. сопровожалющесея увеличением солержалия в 
илалме кпони общих липилон, холестерина. тригуинеридоя, }-липонротеидов и лр. Слниги и липианом составе плизмы 
{ралличной стецени ныражешиккюль) набляикиогся как при ОПН. так и ХПН 


В многочисленных исслелованиях. провеленных в мире за нослелние 19 лет. приводятся ло- 
казительства, что нричиной поражения органов мочевой системы часто является действие ток- 
спкагпов вслелствие лекарственной терапии, случайных или прелнамеренных ингоксикаций. 
произнодетвенного пли экологического фактора. Опснигь количественно вклал кажлой из ука- 
мипых причини в общее число регистрируемых хронических и острых нефропатий пока иевоз- 
можно. Так. в литературе сообщается. что около 10% случаев терминальной сталин почечной 
недостаточности нызваны химическими факторами нроизволственной среды. но полтвердить эти 
результагы достаточно трулию из-за возрастакнисго пеблагонриятиного влияпия химических фак- 
торов окружающей срелы, различий в диагностических критериях и часто длитсльюм латснтном 
перноле межлу возлействисм и проявленнем болезни. Например, известно. что до появления 
очевилной клинической картины можст быть утрачена функиня 2/3 нефронов обеих ночек. 

Частота регистрируемых случаев ОПН около 2 на 1900 человек - Причиной примерно 20% 
нефронатий является ирием лекарствениых средств. Например. употребление пенаркотических 
анальгетиков и нестероилных протнвовоспалительных иренаратоя (НПВП) япляется причиной 
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1/3 случасв ХИН. НПВП относятся к нанболсе часто употребляемым лскарственным срелствам 
и запимают олно нз всамшних мест по количеству и тяжести нобочных эффектов. Серьезной про- 
блемой. масииабы которой стали очевидными только в нослелнсе время, является НИВП-ицау- 
пированная нефротоксичность. Вероятность развития ХПН возрастает в 2 раза при регулярном 
приеме НПВП. в то иремя как нрекрашение приема способствует посстановлению функцио- 
нальпых возможностей. Главной причиной развития гемодинамических нарушений в почках 
нри приеме НПВП является блокала циклооксигеназы с последуюшим синжением синтеза про- 
стагланлина РСЕ, и нростапиклина РОТ.. Кроме того. присм НПВП (особенно инломегавииа) 
стимулирует сиитсз эндотелина-1. Это приволит к нарушению равновесия межлу действием ва- 
зоконстрикгоров н вазодилататоров, спазму сосулов и развитию ншсмин. Нарушение почечного 
кповообрашения вызываег ишемню корковой и мозговой зоны и запускает каскал патологичес- 
ких изменспий, приволяших к нарунению функиии и гибели почечных клеток. НПВП могут 
оказывать и прямос токсическое возлействие па клетки почечных канальнсв. вызывая гибель 
клеток канальцевого эпитслия. закупорку просвета канальнев продуктами распала клеток эпите- 
лия и острый тубулярный некроз. Вследствие повышения гилростагического давления в каналь- 
нах рефискторно снижастся скорость клубочковой фильтрации. что клинически проявляется 
ОПН. ОЙН — процесс обратимый. Пефрон отвечает на инемическое и токсическое поражение 
лифференциацией. пролиферанией и мшрацисй сублетально пораженных клеток. Неповреж- 
ленные клетки комисисаторно гинертрофирукюися. Пронсссы регенерании почек регулируюгся 
эпидермальным фактором роста. нисулиноподобиым фактором и фактором роста гепатоцитов. 
В табл. 2-16 привсясны вешества. вызывающие ОПН и ХИН. 


Таблица 2-16. Всшества, вызывающие ОПН п ХПН 


Металлы и их Органические раствори- Лекарственные препараты Вещества, относящиеся 


соединения” тели, реактивы и техни- к другим группам 
ческие жилкости"® + 
Бериллий Бензилиц Антибногики: пефалоспори- —Арсин и другие соединения 
иы. аминогликозины, пели-  мынъяка (см. гл. 8.5) 
ниллины, тезрациклины и т.л. 
Висмут Бромобсизол Антигинертеизивиые Кошнрастные вешества пля 
ралиографии 
Золото 2-Бромоэзтиламии Мстокенфлуран Малсиновая кислота 
Калмий Гексахлоро- 1.3-бута- Мочсгонныс Наркотики различных групп 
лиен амфетамины, героин и лр.) 
(ем. ил. 7.0) 
Литий Диоксан Непаркатическисе анальгсти- Оксид углерола (И) (см. гл. 8.3) 
кии НИВП 
Мель Дихлороаневилен Нитрофураны и их произ- Пестицилы: бромомстан, па- 


Дихлороэланп. трихлоро- водные пакват и лр. (см. гл. 8.4) 
этилен 
Платина Маланол Противоонухолевые средства | Природные токсины: ама- 
(цисилатин) иизин. каптаридин. рииин 
‘Фалондин и лр. (см. гл. Н) 
Ртуть Стирой Производные анстилсалини- Производные нитрозомоче- 
ЧОВОЙ кислоты вины 
Свинси Толуоп Пуромниин Силикон 
Серебро ‚ Хлороформ Слабигельные Тартраты 
Таллий Четырсххлористый Сульфаняламилы Фториды (см. гл. 8.6) 
углерод 
Хром Энихлоргилрин Фторхинолопы Оксалаты (ем. гл. #.6) 
Упан Этиленгликоль и его Эрготамин и сго производные 
производные 
* См. тл. 8.5. 


"9 См. гл. 8.2. 
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Особую роль в опенке токсического действия вешества играет индивидуальная восириимчи- 
вость того или иного человека. т.е. генетическая основа дифферсициальной реакции на хими- 
ческие всшеєтва, содсржашисея в лскарствах, пнще и загрязнителях окружакиисй срелы. По- 
лучение достоверной информации о генетически предонределенном многообразии ферментов. 
участвующих в метаболизме токснкантов. позволяет надежно опснивать токсический риск. 
связанный с применением многих лекарств или других ксепобнотиков (ем. гл. 3). Менользуя 
высокоспецифичпые тесты генной диагностики, уже ссгодия лаборатории многих страй Ев- 
росоюза и США могут прогнозировать ответную рхакиию опречеленного человека на дейс- 
твие ряда нсфротокенкаитов. В РФ фармакогенстика также начинает делать усиехи. Однако 
на практике пока часто используются разнообразные. но исспепифичныс тесты: опрелеление 
плотности и рН мочи. содержание сахара и крови в моче. оценка скорости гломерулярной 
фильтрации по коицентрации креатинина и мочевины в кровн. клирсиса креатинина. инули- 
па, мечепных изотонамн соелинений. определение состояния канальцевых функций, микро- 
скопия мочи и др. (табл. 2-17). 


Таблина 2-17. Тесты. используемые для оценки нсфрогокепчиосні 


Тесты Показатели теста | Примечание 
Определение уровня креатинина При снижснин скорости гломе- (Зависимость содержание креати- 
(крептиниповмӣ гест) рулярной фильграиии уровень нина — нелостаточность филь- 

креатинииа п плазме крови воз- ‘трании — нелинсйна 
растает. 


Проба ноложительца при саи- 
жении скорости гаомерулярной 
филыьрации более чем на 30-50% 
Опрелеленис клиренса крсати- | Пробы пояожитсльны, если по- | Не пспользуются для проведения 


инна. инулииа, меченных изото- | нрежлено 50% и бочсе паренхимы  рупешвых исследований 
нами кеспобиотиков почек 


Определение в моче относи- Появление белка в моче — наи- (Для распознавания гломеруляр- 
тельно высокомолекулярпого болсс чувствительный призиак ной натологии 
протенна (например. альбумина) локсическою повреждения почек 


Оипрелсасние в моче низкомолс- Соотношение солержания в моче Для выянчения новрежлений 
кулярных протеинов (изиример, зшзко- и высокомолекулярных проксимальных канальцев 
В,-микроглобулина, регинолевя- ‘белков 

зыраиюіщсго белка) 


Определение лизосомальной Появление в моче почечных эн- | Высокоакгивный и стабильный 
В-М-пистилглюкозаминилазы замой сьнлетельствуег о повреж- | в моче энзим с болыной молску- 
дении парслхимы органа лярной массой исключает воз- 
можность его экстраренального 
| происхождения 
Нымунологические неслело Наличие почечных антигеной в Токсическое попрежление по- 


вация (изнример, определение моче свидетельствует об остром ченной «кани сопровождается 

карбозитилразы. аланинамино-  токсическом пронессс в почках нояваениесм в моче сс струкгур- 

исптидазы и лр.) ных компонентов. облалакиних 
аитигенными свойствами 


Необходимость диагностики субклиничсских форм почечной натологни химической этио- 
логии повсемсстно признастся врачамн-токсикологами, экологами, профиатологами как ак- 
туальная задача профилактики ОЙН и ХИН. Дальнейшее развитис и широкое использование 
новых технологий — метаболомики и мстобономики (см. гл. Зи 6) сделает эчу залачу выпод- 
НИМОЙ. 


2.4.5. Дерматотоксичность 


Кожа образует внешний покров организма. К производным кожи относят волосы, ногти. 
потовые. сальные и молочные железы. Кожа состоит из 2 частей: эпителиальной и соединн- 
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тельнотканной (дерма с сосочковым и сотчатым слоями). Гиподерми — подкожная жировая 
основа — соединяет кожу с поллежашими частями организма. 

Эпидермис — миогослойный плоский ороговсваюший эпителий. Клетки эпидермиса прохо- 
пят пюлный жизненный цикл с ноявления из стволовых клеток базальиюто слоя. процессов де- 
ления, роста. лифференнировки. постепениой кератинизаиции, передвижения в вышележание 
слои. деструкции органелл и ялер. пронессов преврашспия в роговые чешуйки и их улалепия 
с поверхности кожи. На смену закончиниим свой жизнсиный никл клеткам приходят повыю, 
Обнонленне клеточного состава эпилермиса происхолит непрерывно. 

В записимости от томнины эпидермиса и количества его слоев различают «толстую» и «той- 
кую» кожу. В эпидермисе кожи различают 5 основных слоев клеток: базалыняй. ниповатый. 
зернистый. блестяншй н роговой. Базальный слой, граничании с лермой. выполняет функцию 
росткового слоя. Среди базальных эпителнонитов имеются сгволовые клетки. за счет деления 
которых обновлястся эпилермис. н мелаповиты — нигментныс отростизтые клетки невроген- 
ного происхожления. В них при окисленин амииюкислоты тирозина под влиянием ферментов 
тирозипазлы и лиоксифенилаланин-оксидазы образуется меланин. 

Шиповагый слой представлен 5—10 слоями тесно расположенных эпитезлноцитов полиго- 
нальной формы. В базальном и нинюватом слоях солержагся отростчагые клетки — дендроци- 
ты. или внугриэнилермалыьшые макрофаги (стирое назваиие — «клетки Лангерганез»ь). Они. как 
и Т-лимфоциты. мигрируют в энидермие из лермы и образуют «местную» систему иммуипого 
налзора. 

Зернисгый слой состоиг из 3—4 рядов уплошенных эпителиальных клеток. в цитоплазме 
которых имеются рибосомы, митохоплрии. лизосомы и их разпонядность — кератиносомы, со- 
держащие зерна кератогналина. В этих клетках начиизелся пропесе оротовсиня. Керагогналии 
является преашествеиником рогового вешества-кератина. 

В слелующем. блестяшем. слос (3—4 слоя илоских клеток) уже выражены леструктивные 
процессы ядер и органелл клеток. Этот слой эпизелиоцитов пропитан веществом белкового 
характера — элеилином. имеющим высокий коэффиниеит преломления свега. 

Самый повермиюстный. роговой. слой эпидермиса состоит из опоговещних энителиальных 
клеток, злвершивіших свой пикл. Рогоные чешуйки содержат мягкий кератин и пузырьки возлуха, 
Кератин — ссросодержаний белок. устойчивый к химическому ноздействию. Мягкое ороговение 
в эпидермисе кожи прохолит через промежуточные сиздии образоваиия кератогиалина и элеили- 
на. в отличие от тверлого ороговения (без промежугоечных сталий). в волосах н номях. Под вчи- 
зинюм некоторых виминих и внутренних факторов пропсссы ороговения усиливаются (дефицит 
витамина А. ллиельнае иримецение гидрокортизона, механическое поздействие и лрп.). 

Дерма (собственно кожа) полразлеляслся на сосочковый и сетчатый слои. которые не имею 
межлу собой чезкой грапицы. Толнина дермы составляет от 0.5 до 5 мм. Сосочковый слой рас- 
положен сразу под энияермисом и прелставлен рыхлой волокнистой соединительной ткач, 
выполняющей трофическую функцию. Высокие сосдичительнотканные сосочки (ло 0.2 мм). 
наающисся в эпплермис. определяют рельеф кожного рисунка. неповторимого у каждого чело- 
века. Здесь встречаются глалкие мышечные клетки, местами собранные в неболыние пучки. как 
связанные. так и не связаиные с корнем волоса. Сокрашение послециих при умепышении ири- 
тока крови снижает тенлоотдачу организма. Сегизтый слой. обсспечиваюни!й прочность кожи. 
образован плотной исоформяенной сослинитслыюй тканью с моциными пучками коллагеиовых 
и сетью эластических волокон. В этом слое расположены кровеносные сосулы. нотоныю и саль- 
ные железы. мервныс окончания. корни волос. Пучки коллагеновых волокой из сетчатого слоя 
дермы продолжаются в слой подкожной клетчатки. богатой жировой тканью. — гинолерму. Она 
аморивирует лействие механических факторов на кожу. участвует н теплорегуляции кожи. 

Воласы — это ороговевшие эпителиальные нитевидные прилатки кожн. Волос растет и срел- 
пем со скоростью 1—1.2 см в месян. Продолжнтельность жизни волоса от нескольких месяцев 
ло 2—4 лет. В лечение жизни происходит периодическая смена волос. 

Волосы служат источником информации о поступающих в оргапизм токсикаитах. поэтому 
их используют как субстрат (биопробу) при проведении химико-токсикологического анализа 
(см. гл. 5, 7. 8). Для получения надежных результатов исслеловання и их правилыюй ингерире- 
таних важно знать строение волоса. Волосы развиваются из эпндермиса, врастаюшсго в лерму 
в виде гяжей на 3-м месянс эмбриогенеза. Пепел рожлением или сразу после него нервые эм- 
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бриональные волосы выпалают (за исключением области бровей. вск и головы). заменяются 
пушковыми. Окопчательные более грубые волосы появляются несколько позже. В них различа- 
ют стержень. нахоляшийси на поверхности кожи. и корень. закайчинающийся расширением — 
волосяной лукопицей, расположенной в толше кожн. Волосы состоят из мозгового, коркового 
всшества и кутикулы. Мозгопое вешество. расноложенное в центре. — это частично орого- 
вевшие клетки с вытянутыми уплотненными ядрами. мягким кератином. пузырьками газа и 
нигментом. Корковое всшсество. нрилегающее снаружи к мозговому. представлено плоскими 
роговыми ‘нануйками с твердым кератниом. пузырьками газа и пигментом. Кутикула волос: 
расноложена снаружи от коркового исшества. солержит тверлый кератин и ие имест нигмен- 
та. Корень волоса заканчивается расширением — волосяной луковиней. содержащей мелкие 
эпителиальные клетки. способные к размножению. В волосяную луковицу вдастся сослипи- 
тельнотканный волосяной сосочек с сосудами и первами. оказываюшими иервно-трофическое 
влияние на волосяную луковицу. Корень волоса окружен внутренним и наружным энители- 
альными влагалишами и волосяной сумкой. Внутренисс энителиальное корнсвос влагалинне. 
солержашее мягкий кератин. является произподшым волосяной луковицы и состоит из 3 слоев: 
кутикулы, прилежащей к кутикуле корня волоса. внутреннего гранулосолержашего и паруж- 
ного эпитечиального слоя. Наружное энителиальное корневое влагалише образовано богаты- 
ми гликогсном клетками базального н ипиюватого слоев эпидермиса. Волосяная сумка или 
корневое лермальное влагалище волоса состоит из базальной мембраны. к которой снаружи 
последовательно прилсғаст внугренний циркулярный слой соелинигельнотканных волокон и 
наружный — продольный слой волокон. В волосяпую сумку вплетастся мышца. подиимающая 
волос, состоящая из глалких мноцитов н илущая в косом направлении к сальной железе. 

Ногти. как и волосы. являются обьсктом исследования в химико-токсикологическом анали- 
зе (см. гл. 5, 7). Ноготь — произволное эпилермиса — располагается на ногтевом ложе. состо- 
яшем из эпителия и поллежашей соединительной лканн. Ногтсвое ложе с боков и у оспования 
ограничено кожными склалками — залним и двумя боковымн погтевыми валиками. Ростконый 
слой эпидермиса кожи валиков нереходит в эпителий ногтевого ложа (полногтевая пластинка). 
Роговой слой частичио надвигается на основанне ногтя и образуст надпогтсвую пластинку. 
Межлу ногтевым ложсм и ногтевымн валиками имеются задняя и две боковые шели. Ногтевая 
роговая пластинка, содержашая тверлый кератин». своими краями властся в эти щели и подраз- 
делястси на кореиь, тело и край. выступающий за пределы ногтевого ложа. Участок эпнгелия 
ногтевого ложа с размножающимися эпителнальными клетками. где расположен корень погтя, 
называется ногтевой матрицей. В ней постоянно происходят деление и ороговение клеток. не- 
обходимос для роста ногтей. Образующисея роговые чешуйки смешаются в роговую ногтевую 
пластинку. гак как происходит рост ногтя. Сослинительная ткань ногтевой матрицы образуст 
сосочки. в которых лежат многочисленные кровеносные сосуды. 

Железы кожи. Секреты потовых н сальных желез также являются важными объектами хи- 
мико-токсикологического анализа (см. гл. 5. 7). Поверхность железистого эпителия потовых 
и сальных желез примерно в 600 раз превышает новерхность эпилермиса. Кожные железы 
обеснечивают терморегуляцию (20% тепла отдается организмом путем испарения пота). зашиту 
кожи от повреждений (жировая смазка предохраняет кожу от высыхания и мацерации водой и 
влажным воздухом). выделение из организма нскоторых пролуктов обмена веществ (мочевина, 
мочевая кислота, аммиак и др.). 

Потовые желсзы встречаются нрактичсски во вссх участках кожи. Это трубчатые неразветв- 
ленные железы, концевые отделы которых располагаются в сетчатом слос. а выволные протоки 
проходят через оба слоя дермы. эпилермис и открываются на повсрхиости кожи потовыми но- 
рами — ннонорообразными иелями между энителиоцитами. Потовые железы подразлеляются 
на эккриновые (мерокриновые). распространснные по всему телу, и анокриповые. находн- 
шиеся в подмынючных впадинах. вокруг ануса, на болыних половых губах. Секрет апокрино- 
вых желез содержнт больше веществ бслковой природы н имеет низкую активность шслочной 
фосфатазы по сравнению с мерокриповыми железами. Выделение секрета апокриповыми но- 
товыми железами связано с лейспием половых гормонов. В ерелнем за сутки нотовыс железы 
взрослого человека вылеляют 500—600 мл (при опрелеленных обстоятельствах до 2 и лаже 10 л) 
секрета — нота. содержащего 98% воды и 2% плотного остатка органических (нродукты белко- 
вого распада) и исорганических (хлорил натрия) вешеств. 
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Сальные железы — это альвеолярные. связанные почти всегла с корнями волос разветв- 
ленные железы. Секрет сальных желез (кожное сало) является жироной смазкой для волос и 
энилермиса. За сугки сальные железы человека вылеляюг около 20 г кожного сала. Железы со- 
стоят из выводных нротоков и кониевых секреторных отделов. В отличие от потовых, сальные 
железы располагаются поверхностно — в пограничных отделах сосочкового и сетчатого слосп 
дермы. Копневые отделы образованы эпитслиальными экзокрииными клетками — ссбопита- 
ми. Вывояной проток железы состоиг из многослойного эпителия и открывается в волосяную 
воронку — углубление эпилермиса в месте перохола стержня волоса в его корепь. Деятельность 
сальных желез регулируется нервной н эндокринной системами. В кожном сале могут пакап- 
ливаться некоторые липилорастворимые токсикаиты (например. марихуана). что дает возмож- 
ность иснользовать потожировые вылеления кожи при провелении экспертизы (см. Ел. 5. 7). 

Кожа выполняет ряд чрезвычайно важных физиологических функций, к которым относятся: 

зашита организма от неблагоприятных внешиих воздействий. в том числе микробного: 

участие в вояпо-солевом, белковом, углеволном и жировом обмене: 

участие в тепловом обмене с внешней средой (82% тепловых потерь происходит через по- 

верхность кожи); 

• участие в пронсссс лыхания (за сутки выводится около 2% СО,, в 2 раза болыис водяных 

парон, чем черсз легкие, поглошается около 1% всего влыхасмого О.): 
® участие в синтезе витамина 0 под действием ультрафиолетовых (УФ) лучей; 

депонирование крови (в сосудах кожи взрослого человека до | л крови). 

Через кожу возможны введение лекарств (гранслермальнмый путь) и поздействие токсикан- 
тов. Вешества различной химической природы, вызывающие попрежление кожных покровов, 
иазываются лерматогоксикантами, а результат их воздействия — дерматотоксичностью. 

Поражение кожи нследетвие се прямого контакта с парообразными, жидкими, твердыми ве- 
иествами, сопропожлаюнщеесся воспалительной реакиией. называется химическим дерматитом 
(табл. 2-18). 

Поражсния кожи. возникающие как реакция на прием внутрь. вдыхание или парентераль- 
пос введсіше веществ, являюншихся аллергенами и одновременно обладакицих токсическим 
свойством, называются токсилермией, или токсиколермией (см. табл. 2-1%). 


Таблипа 2-18. Механизмы. мишени н эффекты возлействия лерматотоксикаитов 


" ри - 


Механизм действия - Мишени токснканта Эффект воздействия Канпические формы 
токсиканта токсиканта поражения 


Контактные химические лермати+ғы исаллергической природы (простой контакиняй дерматит) 


А. Прямос питотоксичес- Клетки эетезия. 
кос лействие: разрушение капилляры, нервиые 


белков н мљпопротсинов окончания Высвобожление ме- Эритематозная 
эпилермального и дер- лиаторов воспаления. Буалезная или везику- 
мального слоев. наруше- транссулапия плазмы в лезная 

ние нроцсссов деления эпидермис. образова- Некротичсская (образо- 
клеток базального слоя ние везикул и пузырей. вапис струпа и изъяла- 
н созревания клеток деструкция и некроз ления) 

эпилермиса, изменение ткани 


кровоснабжения кожи 


Б. Прижигающее дейс- Прямое повреждение 
твис (химический ожог): энилермиса 
вследствие изрушений 

физико-химических про- 

мессов (слвиг рН) и/или 

структурных изменений 

макромояскул (ленатура- 

пия белка) 
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Аллеришеские релк- 
пи! замедленного типа: 
пзимодсИсткие низко- 
молекулярных веществ 
с тканевыми белками. 
образование ангитена 
(ем. Рекет) 


Аллергические реакини 
замедленного тина ври 
совместном действин УФ 
излучения и гокснкаига 
Сопровожлается 
нарушеннем порфирино- 
вого «мени и повыне- 
нием содержания порфи- 
ринов 


Гинерергическия реакция 
замедленного илн немед- 
ленного пне, а также их 
комбинация в сочетании 
с токсикозом 

При снилроме хлоракне 
происхолиг взаимолейс- 
тиие токсикипга є АН- 
реиентойом. усиление 
экспрпессни и активации 
сигнальной системы рс- 
чептора энилермальнно 
фактора клеточного роста 
и лицкфререниировки. по- 
пывюнис внеклезс ого 
домена эпидсрмальцого 
фактора роста п крови и 
уровня фактора некроза 
онухоли 


Аллертческие дермагиты 


Ткаценые белки (сенси- 


Понынепная ЧуисІВИ- 


билилатор контактирует тельность возникает по 


‘со рапиченизм учасг- 


ком кожи) 


Гканевые белки 


всему кожпому покрону 


_ Фоволерматиты (фютогоксические и фииомляертические рсаканоо) 


Повышение чувстви- 
тельноси кожных 
покровов к сомечным 
| лучам под действием 
фотосененбилизиторов 


Токсилермини 


Гканспые белки. 
Кератогсниия зона 


Замещение салыних 
желез кератиновыми 


Окончание таба. 2-14 


Высинания различной 
локализнии. вкаючая 
открыгыс участки кожи 
Эгритематозные. буллез- 
ные. микровсзикуляр - 
ные наменения 

В гряде случаев пораже- 
ние пла? 


Ориюма 

Буллеиняй дерматит 
на открытых участках 
кожи 


Акпеферміныс высыни- 
пия (хлорикие) пи коже 


волокяного фолликула и кистзми, частичная или лица. половых орезиов, 
позная атрофия желез и снины, наеч. жипота, 


ныотелиальные клетки 
базального слоя езль- 
ных желел 


фюрмироваиие комсдо - 
пов. или угрей 


Пятнистая и/или раали» 
тая эритема. 
Эризематюлно-буллел- 
ныс. везикулечные и 
пустулезные поражения 
и лр. 


Коптактный дерматит. Контактный дерматит можст быть обусловлси как иммунными. так 
и пенммуиными механизмами. В первом случае говорят об аллергическом контактном дерма- 
тите. во втором — о простом контактном лерматите. Коитаклиый лерматит составляет 199% 
вссх кожных болезней и болес 30% профессиональных кожных болезней. Простой контактный 
дермагит встречается гораздо чаше, чем аллергический. Контакиияй дерматит могут вызвать 
фототоксическис и {фютоаллергические реакиин. при которых поражение кожи возникает нол 
дейстнием химического пешества илн алмертсиа и солнечных лучей. 

Простой коптактный дерматит обусловлеи прямым повреждением эпилермиса. Ил поврсж- 
ленных клеток высвобожлаются мелиаторы воспаления и факторы хемотаксиса. пызывакицие 
расширение сосулов (эритема). ныхол жилкости в дерму и эпиаермис (отек и воллырь) и кле- 
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точную инфильтраиню. В пораженном участке сначала выявляется лимфоцитарная. затем — 
нейтрофильная инфильтрация. Наблюдается внеклеточпый и внутриклевгочиый отек эпидер- 
миса. Простой коитактный дерматит. вызванный олнократиым воздействием едкого вешества. 
например сильной кислоты или шелочи. на кожу. называют химическим ожогом. При хи- 
мическом ожоге воспаление развивается в течение нескольких мипут или часов. Более лег- 
кая форма просгого контактного дерматита возникает при многократном воздействии слабого 
раздражающего вещества, например моющего средства. и может проявиться через несколько 
недель ии! месянен после исрвого контакта с этим вешеством. Некоторые вешества могут вы- 
зывать как простой. так и аллергический контактный дермагит (табл. 2-19). 

Аллергический контактный дерматит обычно обусловлен аллергическими реакинями замед- 
ленпого тина. которые могут возникать ири непосрелственном контакте кожи с аллергенами. 
Аллергические реакции замеллениого тина развиваются линь на вешества с молекулярной 
массой более 5000 Д. а неповрежденный роговой слой эпидермиса пронинаем только для вс- 
щесгв. молекулярная масса которых пе превышаст 500 Д. Поэтому, чтобы вызвать аплергичес- 
кую реакцию замелленного тина. низкомолекулярные вещества лолжны связаться с тканевыми 
белками н образовать антиген. Его захватывают и перерабатывают виутриэпилермальные мак- 
рофаги (клетки Лангергаиса). а затем представляют Т-лимфюцитам. Активированные Т-лим- 
фопиты и клетки Лангерганса вырабатывают интерфероны. интерлейкины- и 2. усиливающие 
иммунный ответ и восналительную рсакипю. Активированиые Т-лимфоциты мигрируют но 
лимфатическим сосудам в регионарные жимфатическас узлы, в Которых они проходят анти- 
тепзависимую нролиферанию и лифференцировку. Часть Т-лимфопитоя принимает участие 
в иммунпом ответе. остальные преврашаются в клегки иммунологической памячи — Т-клет- 
ки памятн. После первого контакта с аллергепом происходит накопление распознаюних его 
Т-лимфоцитов. которое длится обычно 10—14 сут. После этого Т-лимфониты выходят из реги- 
онарных лимфатических узлов в кровь и зассляюг все периферические органы иммунюй сис- 
темы. При повторном контакте с аллергеном происходят активация Т-клеток памяти и более 
быстрое наколлепие клеток-эффекторов аллергической реакции замедленного типа — макро- 
фагов и лимфоцитов СО4 и СОХ, 

Фототоксические и фотоаллергические реакции. По натогенезу фототоксические реакции 
сходны с простым коитактпым. а фотоаллергические — с аллергическим контактным ле- 
рматитом. Олнако для развития фототоксическнх и фотоаллергических реакций необхолимо 
действие УФ-излучения. Вещества. вызывающие фототоксическую реакнию. под действием 
УФ-излучения расшепляются с образованием токсичных продуктов, а вещества. вызывающие 
фотоаллергическую реакцию. связываются с эндогсипыми белками-иосителями. Фототокси- 
ческие и фотоатлергические реакцин проявляются такими же гистологическими изменениями, 
как простой и аллергический контактный дерматит. Вещества. чаще всего вызывающие фото- 
токсические и фотоаллергические реакция. привелены в табл. 2-19. 

Основной механизм развития токсилермии аллергический. реже встречастся токсичес- 
кая реакция (например, на недоброкачественные продукты питания, препараты ртути, 
мышка). 

При токсидермии иаблюлаются повышение активности ё&-аминолевулиновой кислоты 
и тирозиназы, образование реакипонно-способного промежуточного соедниения фермен- 
та с порфириногеном. вызывающего порфирию. изменение обмена глюкокортикоидов, 
повышение активности гормонов этой групны. сенсибилизация к их действию соответс- 
твуюших цпитозольных и ядерных реценторов тканей оргапизма, избыточиый синтез ке- 
ратогналина. 

Причиной развития токсиколермии являются лекарственные прелараты. пролукты питания, 
химические вещества (производственные и бытовые). обладающие аллергениыми н/или токен- 
ческими свойствами (табл. 2-20). Они поступают в организм главным образом через пишевари- 
тельный тракт и лыхатсльные пути. Лекарственные препараты могут быть введены внутривен- 
но, внутримышечно. подкожно. внутривагинально. уретрально, ректально. 
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Таблина 2-19. Гоксиканты. вызывающие контактный лермагит 


Простой контаканый 


| Аллергический контактцый ‘дерматит. 


Фототоксические и фотоаллергичес- 


лерматих 1 кие ревкини 


Ароматические и иеире- 
дельные углеволороды 
Гилроксид аммония 
Нириты 

Кислоты 

Мешлоромил 

Оксилы азота и серы 
Оксилы шелочиых и ще- 
Акишоземельных металлов 
Окислители (пермаиганат 
калия. хроматы п лихрома- 
ты. пероксил водорода} 
Цемент (комбинация сили- 
ката кальния с различиым 
содержанием оксцай влю- 
миния. алюмината каль- 
ция. оксила желез) 
Фосфор 

Фенол 

Щелочи 


Комплекс вешесға, содержашихея в 
жмрирных маслах и различных час- 
тях расгений из семейств: сумаховых 
(сумах ялоносный. сумах укореняю- 
ямийся. сумах лаковый). сложнопвет- 
ных (хризантема, амброзия. пиретрум 
псвичий). первонветных (первонвет 
‚ обрииноконический), лилейных | уюль- 
паны (луковииы)]. листостебельных 
(мхи). сосповых (сосна и продукты 
перерабики. например каннфоль), 
сосдичения металлов: пикселя. хрома. 
кобзльта. золота. ртутн. химические 
вещества. вхоляшие в состав резины: 
тиурамы. решества. содержащие сульф- 
гнаризьную групиу. карбаматы и др, 
Синтетические смолы: эпоксидные. пво- 
лиакриловые, фенкокрормальзе: наные 
Отвердигсли смол. всисства. исноль- 
змемые лля вулкайииши резины 
Консерванты: формильдегии. кваер- 
пиум 15. имидазолидииилмочевина. 
бензалкония хлорид. хлоризотиази- 
нон, хлорксиленол. эфиры р-окси- 
бепзойной кислоты 


Вешсества. используемые в произвояс- | 


ие  красигелсй: р-фенилендиамин, 
акрилии, сго производные и др. 
Лекарственные средетви для местного 
примепення: банитрацин. бензока- 
ип, неомицин. новокаин. тиомеренл. 
контрацептивы и др. 

Другие вошества: ннарацен. антрахи- 
нон. фенаптреи, этилеилиамянна ли- 
гнярохлорий и др. 


Дегогь и его произнолные 
Берғанлен, ксантоксин. фурокума- 
рины (псорален) и др. — комплекс 
вешссев. содержашихся в эфирных 
маслах и разаичных частях растений 
из семейств: зоитичиых {сельлерей. 
морковь. мята лимониия. укроп. 
пастернак. фенхель. боршепик. дуд- 
ник). рутовых (лайм. лимон. рут. 
померанен). тутовых (нижир и др. }. 
сложноцветных (тысячелистник и 
ар), зругих семейств (горчина, зве- 
робой. лапчагка гусиная, лютик, 
нсоралеи} 

Ароматизаторы: мускус. 6-метилку- 
марин и др. 

Лекарственные средства: бинюнол. 
галогепосодержашне салииила- 
нялиды. иксахлорофен, гризс- 
офульвии. дихлорофен. НПВП. 
сульфаниламилы. хлортиазилы, 
тстрациклипы, фепотиизины 
Соянпезашитные средства: бензо- 
феноны. р-аминобензойная кисло- 
та и ее эфиры 

Красители: акрилин бенгальский 
розовый. родамин. флюоресцеин. 
эозин 


Таблица 2-20. Облигатныс и факультативные токсикаиты, вызывающие гоксикодермию 


Облигатные токенканты” 
Динфенилы полихлорировапиые 


Дибензолиоксины нолнхлорирован- 


ные 


Лекарстпениые пренараты: 


Факультативные токсыканты”® 


антипирин, салииилаты (аспирин). пеницилл, стрептомицин, 
_сиигомнани. биомииин. сулыраниламилы и др. 


Соединения мышьяк 


Дибсизофураиы полихлорированные Сосдиненин ртути 


Инригы 


Тетрахлоразобензол. теграхлоразо- 


оксибензол 
Хлориафталены 


Соедниения таллия 


Соединения спица 


Соединения висмута 


* Облигатные токсикаиты — вешеетва. пызывакиние поражение кожи у вссх ли. контактирукииах с ними. 
** Фэкульниивные токсиканты — вещества. вызывающие поражение кожи у лин с повышенной индинилуальной чувес- 
твитезьностью, волникикииси, как правило, при ввнедьном мниикте с всществом. 
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В 80-х годах ХХ века было обнаружено. что среди полихлорированных ароматических угле- 
водородов (см. гл. 10) наибольшей потенпиальюй акнегенной активностью облаласт 2.3.7.8- 
теграхлоролибензо-п-лиокесии (ТХДД, диоксии). в то же время его изомеры (21 вешество) не 
имеют этого свойства. Нента-. гекса- и гепта-хлорпрованные либензо-п-лиоксины. так же как 
и нолихлорипованные либензофураны и дифенилы, хлорировнгные соединения азобензола и 
азоксибеизола. обладают потенииальной акнегенной активпостью. Эти соелинения. включая и 
3.4-лихлораанилин. являются примесями (загрязнителями) гербиинлов. Лиоксины имеют чрез- 
вычайно высокий аффипитег к АБ-ренептору. члену семейства транскрипиионных факторов в 
НЕН-РАЗ ломенах. Взаимодействие лиоксина с АП-ренептором и лругими белками обеспечивает 
лисрегуляторное влияние на генпую экепрессию и сигнальную траисяукнию. Высокий уровемь 
\Н-рецеппоров обнаружен в эпителиальных клетках сальных желез. что. вероятно. играет роль 
в формировании хлоракне; в эпителиальных клетках тимуса и обусловливает его атрофию при 
возлейсгвии ТХДД. а также в клетках нсчс, легких, лимфоцитах и ряле пругих клеток. В голов- 
ном мозге. мышцах и семенниках уронень Ап-ренеиторон незначителен. Диоксины. являясь ли- 
ганлом Аһ-ренепторов. опоередуют через эти реценторы активацию протеникиназы С в клетках. 
эниоиуклеазы. тирозиназы в меланонитах, а также индукнию ксаптиноксидазы и ксаитииле- 
гидрогеназы, накопление порфиринов. пролуиирование АФК. поддерживающих персистенцию 
патологического процесса. Нарушения функций плазматичсских мембран ириводят к метаплас- 
тическому нерерождению клеток (усиленный рост и пролиферация реализуются па фоне нару- 
шенной генстической программы), генерализованной дисфункиии клетки и се гибели. 

Схема формирования комелона при хлоракие иредставлена па рис. 2-9. 


Рис. 2-9. Схема нормального участка кожи (4) н нориженного хлоракне (6). | — волос: 2 — эпидермис: 3 — 
проток сальной железы; 4 — фоланкул; 5 — сальная железа: 6 — комелон. 


Синдром хлоракне являстся специфическим. но не вссгда лозозависимым инликатором ос- 
трой или хронической иигоксикании дноксинами и длиоксиноподобными соединениями, ос- 
новным проявлением которого является формирование сально-роговой пробки (комелона) в 
волосяном фолликуле. гииеркератоза и гиперпигментации. Лечение хлоракие направлено па 
использование срелств. способиых конкурировать с диоксипом за место связывания с Аћ-ре- 
цепторами. с обязательным применением антиоксилапгов. антигипоксантов. мембраностаби- 
лизаторов. а также средств и метолов. усиливаюших элиминанию токснканта из организма. 


2.5. ПОНЯТИЕ О СПОСОБАХ ДЕТОКСИКАЦИИ 


«Все заболевания ссть отравления. лечение — антидотная терапняь. — кредо мединниы 
срелних веков. «Апидотанит оѓ №еоіицѕ» — первый аналог современной фармакопеи: в ХМИ 
столетни «Апидоа Ѕрссіћа» — настольная книга свропейского врача. 
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В настояшее время вместо господствующего в 50-х годах ХХ вска аитидотного приицица 
лечения отравлений разработан комнлексный метод эфферентной терапии и стимуляпии естест- 
венной детоксикации оргаиизма, В РФ пой руководством акад. РАМН Е.А. Лужникова сформи- 
рован алгоритм комплексной детоксикации с использованием фигигко-химической гсмотеранни 
как наиболее мощного способа стимуляпии естественной детоксикации организма. Эго позво- 
лило. используя вызнленные ранее физиологические механизмы летоксикании, обеснечить ее 
упранлясмосяь и безопасность. Первичную информацию о причине. вызвавней интоксиканию, 
получают из клинического описания синарома отраиления. Нанример. аллергический синдром 
характеризуется острым гастрозуиперитом. контактным дерматитом, ра злражением ржу. верхних 
дыхательных путей и может быть вызван антибиотиками, химическими зллеріснами п лр. При 
поражении нентральной нервной системы наблюдаются острое исихонагическое состояние, 
помрачсние созизиня. судороги. знюнлексичесний синдромом. кома. что может быть обусловле- 
но постунаением изркотических вешеств. алкоголя. нервию-паралитических ядов. соединсини 
ргути. марганна, мышьяка. ссроуглерола. теграэтилевиина и лругих токсикантов. На осповании 
клинико-фуикпионалъиого исслелования головного мозга установлены лиффюепсиниально-диа- 
гностические критерии изменения электроэннефалограммы постралавших при острых отравле- 
ниях. В лечении токсического поражения пситраљьной первной системы особое место занимает 
гипсрбарическая оксигенаиия. Синлромы поражения ортаной дыхания характеризуются асфик- 
сней. броихоспазмами. гипоксисй. отском легких, которые могут быть вызваны возлействием 
хлора, фгора, серы. оксилов азота, хрома, бериллия и лругих токсикаитов. Сиснифические и 
несненифические мехшизмы развития гиноксни всяелсгвие поражения дыхательной системы 
при острых отравлениях лежаг в основе комплекса лстокенкииюинных и симитоматических ме- 
толов лечения, включая физногсмогеранию. При токсическом поражении серлечио-сосулистой 
сислемы препиратами карлиотропного действия наблюдаются первичный специфический и вто- 
ричный неспенифический карлиотоксический эффект, возникающий на фоне экзогоксического 
шока. недостаточность кровообращения, коллапс. Сушествующий в РФ алгоритм лечения ток- 
сического поражения сердечно-сосулистой системы учитывает возрастные особенности пзрос- 
них и летей. Дифференнированный полхоя к этио- и патогенстическому лечению токсического 
поражения печень и почек. включающему гемо- и лимфосорбцию, гемо- и перитонеальный 
диализ разработан па основе клинико-морфрологической классифика: гепало- и нефрпоток- 
сичпости, обусловленной зоксиқантами различной природы. Для эндоскопической диагностики 
и лечения химических ожогов пишевола и желулка используется лазеротерания. 

Московский цеитр острых отравлений НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосопского за- 
пимает в РФ лилирующее положение в развитии клинической токсикологии. В пептре исполь- 
зуют метолм искусственной детоксикаи (МИД) и гемолиализ при отравлениях волораство- 
римыми токсикантами, выпеление широкого спектра токсичных вещести путем проведения 
процелуры замешения крови. перитонеального лиализа. широко применяют метод гемосорб- 
нии как повос направление в лечении острых отравлений. значительно упрошаюниий и ускоря- 
киций очишение крови от лов. Оспосно сочетанное применение сорбиионно-диализных МИД 
и кишечною лаважа. способствующих значительному сокрашению токсикогенной сталим тя- 
желых отравлений. В связи с внелрением в практику комилекеного метода детоксикациопной 
герапин летальность на госпигальйом этапе п РФ значительно снизилась. 

Естественным является стремление ускорить вынеление постулившего в оргапизм токси- 
канта. Специфическая (антилотная) терапия острых отравлений является тралиниониым мето- 
дом. применяемым на логоспитальном и тоспитальном этанах. Аптилотная терапия бывает эф- 
фективной только в комилексе с другими метолами лечения. Основным залогом позитивного 
зепствия антилотов является их, но возможности. раннее применсине. Аитидоты используют 
по строгим показаниям только ири иаличии клинических признаков отравления тем токеич- 
ным нешеством. лля которого предназначен инойимый антилоп. 

На догоспитальном этапе могут возинкнуть загрулнения при лнагиостнке огравлений. еце- 
иифические признаки которых сразу не проявляются. а лля подтверждения пекоторых призия- 
ков ин1оксиқаини требуются дополнительные методы исследования. папример при решении 
вопроса о введении этанола при огравленпи метанолом или этиленгликолем. Избирательное 
нефрогоксическое лействие этилеигликоля и норажеине зрительного нерва метанолом как по- 
казатели наличия отравления этими ядами в первые часы пе выражены. а проявления эпнефа- 
лопатни могут отмечаться и при других отраплениях (аихлорунан. высиие спиргы}. при кото- 
пых этанол противопоказан. Если нег четких. исопровержимых доказательств нриема метанола 
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или этиленгликоля. от ивеления этанола следует возлержаться. Назначение упитиола при от- 
равлеиии солями тяжелых металлов допускастся по подозрению из прием указанных выше 
токсичных вешеств. Универсального ангнлота пе смнествует. олнако акгивированный уголь 
и полисорб МП облалают ловольшо широким спектром действия. Полисорб МП — пеорга- 
нический неселективный полифункциональный энтеросорбент на основе высоколисиерсного 
кремнезема с размером частиц ло 0.09 мм обладает выраженными сорбционными и детоксика- 
пионпыми свойствами. Нанболсе эффективна свежеприготовлениая водная взвесь препарата: 
1 г полисорба образует не менее 300 м? активно поглощающей поверхности при площади по- 
верхиости слизистой оболочки кишечника не более 200 м. 

Когла причина отравясния остается неясной или показания лля введения какого-то опре- 
деленного антилюта пе выявлены, введение нескольких антилотов одпомоментно в расчете на 
эффект олного из пих исдопустимо. Антилотная терапия прелусматриваст использование ан- 
тагонистов. когорые конкурируют с токсичным веществом за место их действия и/или транс- 
формируют токсичные всшества в менсс опасные и/или быстро выводимые. Рис. 2- 0—2-12 
иллюстрируют применение некогорых антидотов. 


Рис. 2-10. Схемы токсического лейс- 
твия цизнид-нона и его ан гилотов — 
нитрия гиосульфата. ОМАР-димети- 
ламинофенола. гидроксокобалами- 
ня (кобалина-Н. иди нсопитамсна) 
(по талп се ай. 2000). 


Рис. 2-11. Образование хелатов эти- 
ленлнаминте грауксусвой кислоты 
(ЭДТА) с ноиами свиниа. кадмия. 
кобальта. ртути н лругих металлов 
(но ГаЙтапп сі а1.. 2000). 
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Рис. 2-12. Примеры аитилотов, об» 
разующих хелагы с токсикантами 
(по Стапа сГа|., 2009). 


Хараклернетики отдельных групп ангидотов и примеры нх использования приведены в табл. 
2-21. 


Табанца 2-21. Характеристики отасльных групи антидогов и примеры нх использования 


0 


1. Химические (токсикотроиные) 
средс: 
Унитиал 5% растпор РЕ. тяжелых метаддон В/м или в/в 10 мл 4 раза в сутки 
|н мышьяка (см. ул. 8.5). серлсч- (суточная лоза 100—150 мг ни 
ные гликозиды, лихлороэтиі і кг массы) 
см. гл. 8.2) 
нини анааан - —— — — — _ — —_ 
ЭЦТА 10% раствор Соединения снинца. кадмия, В/в 20 мл в 5% ристоре оноко- 
и кобальта, ртути (см. гл. #5) (мы 2 раза в сутки 
`Понтацин 5% раствор. _„Сосдипения свинца (ем. гл. 5.5) _ В/в 30 мл медленно Е 
Пен: шилламин (кунренил) в кар- | Сосднисиия свинца. мени. ртути. До 2 г в сутки 
` сулах нли таблетках по 0,25 1 | железа (см. гл. 8.5) КУНЕТ. ГОРРЧу 
 Дефероксамни (десферал) 'Соединения железа (см. гл. 85) | Капельно, 15 меДкгч). в/м но 


10 мл 109 раствора (максималь- | 
| ная доза в сутки 80 мг/кг) черсз 


3-02 ч 
{ Кальпия хлорил 10% раствор елар оксалаты (см. гл. 8.6 и  Вуќв согласно инструкини 
87) 


Натрия морил 9.9% раствор ‚Бромилы (ем. гл. 8.6) и 1 Вўн согласно пиструкция 
Натрия гиарокарбонат 3% рас- Кислоты 


Полнаминоволиалкилфоасюно- | Соединсиия бериллия и урана Болсс эффективны. чем ами- 
вые кислоты (см. гл. 8.5) | ноалкилкарбоновые кислоты и 
в меньшей стспепн влияют на 
выведение нз организма микро- 
| | зементов 


м 


, 


Классификация токсичных агентов и виды токсического действия 99 


2. Средства. влияюшне па мета- 
болизм токсиканта: 
Рсактиветоры холянэстсразы 
{окснмы) 


Мегаленовый синий уметилено- 
вая синь} 


ФОС — фосфюрортинические 
\сослннеция (см. гл. $.4) 


Угарный газ (ем. выню и тя. 8.3). 
вилниды. сероводород (см. д. 
8.3) 


Метиленовый синий нри лаборз- | Метгемоглобиноообразовители 


торно установленном содержании 
в эритроннтах Г-6-ФдГн метіе- 
моглобинредуктазы (см. га. 2.4.3). 


Амилнитрит (ампулы по 0.5 мл) 


Нитрит нагрия 1—24 раствор 
Гилроксокобаламии 0.19% раствор 


Натрия тиосульфат 30% раствор 


Кислород 


Цитохром С 0.25% раство 


Эганол 


Токоферол (витамин Е как анти- 
оксидант) 30% раствор. 
Налорфии 0.5% раствор 


3. Симптоматические средства: 
Атропина сульфат 0.19% раствор 


(ем.гл.2.4.3. и 8.2.} 


Цнианилы (см. гл. 8.3) 


Циакилы (см. гл. Х.3) 
Цнанилы (см. гл. 8.3) 


Цнанилы. сослинсния мышьяка, 
| ртути. спиина. брома 


Цианиды, угарный газ (см, гл. 8.3) | 
Цианиды, угарный газ (см. гл, 8.3) 


Зунленеликоль, метанол (см. 

гл. 8.2) 

Чегыреххлорисгый углерод, хло- 
|роформ. дихлороэган (см. гл. 8.2 
Наркотические средства оння 
(морфин. промедол. кодеин) (см. 
гл. 7) 


Фосфорорганические инссктици- 


ды (см. гл. 8.4) 
Серлечные пикозилы 
Клофелин 

Прозерин 
Пияокаринн 


Физостигмин 0.1% раствор 


Амитриптилин. атронин. 
аимедрол 


Витамин В, 5% раствор 


изониазид. фтивазия, губазнд. 
| гидразин 


Протамина сульфат 1 раствор 
4. Антитоксинные нрепараты: 


Противоботуляннческая 
сыворотка 
Противозмсиная сыворотка 
Лнноевая кислота 


5. Аитилоты при отравленни бое- 
выми огравляюшими вешествами 
(БОВ): 

Антициан, афин. атропин, пелик- 
сим. унитиол. интрит натрия и др. 


Гепарин 


Природные токсины (см. гл. 11): 
Ботулиннческийӣ токсин 


Ялы змей 
Токсины бледной поганки 


БОВ 


Продаажение тада. 2-21 


Диннроксим (| мл 15% рас- 
гзора). лигэгексим (5 мл 10% 
заствора} 

Вув 50—100 мл 1% водного рас- 
вора пли 19 раствора метвяе- 
нового синего в 25% растворе 
глюкозы 

В/в в малых дозах (0.1—0.15 мл 
1% раствора) из расчета 1—2 мг/ 
кг (приводит к восстаповлению 
Мань в НЬ 


2—3 капли на кусочек маряи 


(вяыхатъ) 
Въ 20 мл 


В/в 5 мл — 4 раза в сутки (лози 
может быть увеличена до 100 мл 
В/и 30—50 мл 2 раза в сутки 


В/п 20—40 мл 2 раза в сутки 
Внутрь — 30%. в/в — 5% (1—2 г 
из | кг массы в сутки 


В/м 2 мл 2 раза в сутки 


Инаивилуально 


В/в или п/к 


Инливилуально н/иди 
согласно инструкции 


Икливилузльно и/или 
согласло ниструкиии 


Инливилуально и/или 
согласно ниструкини 


Согласмю пиструкиии 


Согласно инструкнии 
20-30 мг/кг в сутки 


Подробно см.: Лошалкии Н.А.., 
Курляндский Б.А. Военная 
токсикология. — М; Медивина, 
2006. — 291 с. 
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Окончание таба. 2-2] 


6. Нсспспифические сорбенты: Лекарственные препараты 30—11 г ннутрь 
Угойь актинированный Раептельные ялы 
Фосфорорганические сосдинения 
Пољисорё МП и ар. 1 гв вме вапсси в воле 


Хапактерные особенности течения отравлсния, мсхапизмы формирования эндотокенкоза 
в токсикогенной сталин острых отравлений. а также результаты клинико-токсикологического 
анализа биологических сред являются осповой для выбора метола лечения и вещества (при 
исобходимости), используемого в качестве детоксиканта. 
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НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ 
МОЛЕКУЛЯРНОЙ ТОКСИКОЛОГИИ: 
ОТ ГЕНОМА К МЕТАБОЛОМУ 


3.1. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МИШЕНИ — РЕЦЕПТОРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ. 
КЛАССИФИКАЦИЯ РЕЦЕПТОРОВ ТОКСИЧНОСТИ. 
РЕЦЕПТОРЫ, ФОРМИРУЮЩИЕ ИОННЫЕ КАНАЛЫ. РЕЦЕПТОРЫ, 
СВЯЗАННЫЕ С С-ПРОТЕИНАМИ. 

РЕЦЕПТОРЫ С ТИРОЗИНКИНАЗНОЙ АКТИВНОСТЬЮ 


Учение без размышления бесполелно. 
но и размышление без учения опасно. 


Конфуций 


«Виешние факторы сами по себе ие созлают в организме спепифических изменений. 
Но последние возникнут с неизбежностью, когда внешний фактор пнайлст себе спепифичес- 
кое. т.е. алекватиос, функпиональнае и морфологическое преломление. Этим именно путем 
в организме возникли и закреплялись тс или иные структуры и приспособительные устройс- 
тва», — писал один из основоположников русской школы патологической анатомии акалемик 
И.В. Лавыловский (1962). Организм — сложная линамическая полилиганлная и полиметалли- 
ческая система, лля функпионирования которой нсобхолимо подлержание металлолиганлно- 
га гомеостаза (МЛГ). Токсиканты — химические факторы нарушения гомеостаза. Изменения 
эксирессии генов лалеко не всегда являются результагом испосрелственного взаимолействия 
токсикантов с ДНК. гораздо чаще это взаимодействие химических и физических агентов с бсл- 
ками. Модификации белков влияют па белковые сигнальные цени и факторы транскрийнии. 
которые регулируют экспрессию генов. Виошнис факторы, изменяющие белковые функции, 
таким образом сказываются на экспрессии генов. 

Современные технологии дали возможность проводить одновременно анализ экспрессни 
тысяч генов и облегчили изучение клеток как систем, в которых общая экспрессия всех генов 
опрелеляст состояние кистки. Конечно, часто препполагастся. что изменения экспрессии тспов 
огражаютг в лальнейшем изменения и в протсомах. Следует иметь в виду, что любой белковый 
продукт олиого гена может находиться в многообразиых формах благоларя постмолифика- 
пионным видоизменениям, существованию мутаний и образованию испей. Таким образом, 
проявления внезапных реакний могут наблюдаться только ина уровие протсома. Геиные иссле- 
дования и протеомика комплимеитарны в том смысле. что гсиы онределяют образование сис- 
вифических протеинов. В 199$ г. М.С. Апаегѕоп писзл: «ДНК — это на самом деле не нижняя 
точка: любой современный учебник биологии объясняет. что протсины опрелеляют активную 
жизнь клетки. в ғо время как пуклеиновые кислоны иредставляюг собой голько план этой ак- 
тивности». 

Новые технологии. в том числе нанотехнологии. способны произвести революцию и ме- 
дипинс, введя в нее новые метолы циагиостики и лечения. основанные на знании структуры 
генома человека. Проект «Генома человека» начат в 1990 г. Первая (черновая) версия после- 
ловательпости нуклсотилов была закончена в 200) г. (птегпацопа! Нитап Сспотс Ѕсдиспсілр 
Сопхогнит 2001; Уетег сї а1., 2001). Конечная версия, которая больше не булет совершенство- 
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ваться {названная ВийЧ35) — закоичена в 2004 г. В результате иролслаиной работы вышло две 

статьи: Вентсра в журнале «Ѕсіспсе» и Лэплера — лидера мирового сообщества — в журнале 

«Машге» (500 соавторов в 2 статьях!). 

Число генов у человека 20—25 тысяч, что немного меньше. чем нредсказывалось раньше (от 
30 000 ло 40 000 генов). Последияя версия последонательности содержит 2.85 миллнарлов пар 
нуклеотилов с 341 брешьыо. г.е. в этих местах по каким-то причинам секвенировать геномную 
ДНК ие удалось. Аккуратность сиквеиса и конечной версии — Г ошибка на 100 тысяч позиций 
попрял. Еше точнее секвенировать весь геном уже никто ис будет. Нанболес значимое научное 
достижение последних лет — эго каргирование генома человска. в результате чего созданы 
аглас последовательности нуклеотидов гепомной ДНК человека (референтиая последователь- 
ность) и базы ланных: 

• о последонательности нуклеогилов транскрибирусмых участков ДИК {ЕЗТ Фасабаѕе, ЕУТ — 
Ехргеѕѕеа Зедиепсе Гар); 

• о положении и содержании отличий (полиморфизмов. т.е. нуклсотилных замен) других 
известных послеловательносей ДНК человека от референуной носледовательности (5МР 
Чаабазе. 5№Р — Зтые Мисфеонас Роутогр т). 

Отдельный ген занимаст конкретное место (локус) в испочке ДНК в хромосоме и вссгла 
находится в хромосомах опрелеленного тина, Гены представляют индивидуальные коды для 
формирования белков в организме. Первоначальная теория. что озин гси отвечасг за снитсз 
одного белка, была признана исверной. Один тен может огвечать за синтез ряда белков или 
через альтерпативный сплайсинг“, иян через носттраисляционные модификации. 

Растифровка генома человека привела к возникпонению ряда научных направлений прии- 
циниалью нового характера. получивних собирателыюе название «постеномные техионо- 
гии». К постгеномным технологиям относятся: геномика. транскриптомика. протеомика и ме- 
таболомика — совокупность технических и методических приемов изучспия живых систем, 
биоинформатика — средство обеснечения информанионно-вычислительной поддержки иссле- 
лований, ипапобиотсхпология — способ ирактического вислрения полученных результатов и 
молекулярная биология как осповополагающая наука о жизии. 

Протеомика — направление молекулярной биологии. запимающесся сравнительным изучс- 
нием клеточных протеомов (наборов белков данной клетки в данной фазе се развития в онре- 
делсииый момент времени). выросла из геномики. Протсомика изучает взаимодействие белков 
в живых организмах. Переп иротсомикой стоит грандиозная залача — опрелелить функиио- 
пальиую роль отдельных белков путем экспериментального сопоставления их качественного и 
количественного состава в клетке на разных сталиях и в разных состояниях се развития, уста- 
повить взаимосвязи между структурой белка и его функциями. По приблизизельнюму полечелу, 
количество возможиых человеческих белков лежит между 1 и 100 мли. Протеины, конечно, 
могут взаимодействовать друг с другом. и число таких взаимодействий не поддастся подсчету. 
Протсом по аналогии с тспомом (совокупность всех чсловеческих гепов) — сумма всех иротс- 
иновых молекул, сформированных в клетке на определенный момент времени. Геном <гово- 
рит», какис процессы могут теоретически протекать впутри даниой клетки. а протсом. судя по 
имеющимся прогсинам. «полсказываст», что в самом деле происходит здесь и сейчас. Проте- 
ипы определяют активную жизнь клегки. в то время как нуклеиновые кислоты представляют 
собой только план этой активности (рие. 3-!№). Протсом — это «опись имущества» клетки по 
состоянию на данную минуту или момеитальное фото, запсчатлевшее одно из меновений в се 
жизни. Протеом постоянно меняется. Ведь на состав белковых молекул влияют самые разные 
факторы: выбор питательных вешеств и иригок кислорода. нереиесенпый стресс и принятые 
лекарстна. Организм все время реагирует на состояние окружающей среды. пытаясь сохрапить 
физиологическое равновесие. Внешние факторы. наоборот, стремятся парушить его. Это свя- 
запо с синтезом. преобразюванием и разложением белков, а реальную возможность протекания 
таких происссов. их направление и скорость часто опрелеляют ионы металлов. 


= Сплайсинг (сшизвание. сранишание} — процесс вырезания интронов («ненужных участков молскулы РИК) и сра- 
нивання экзонов (участков ДНК. нссуших информацию о строении белка} при абразонинии и-РНК осушествлястси 
сисимальзыми ферментаму. 
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Динамичная модификация белков — это нс- Ч } и 
огьемлемый контрольный механизм в живых | Геном | ДНК | О 
системах. Различиые энлогенныс пронессы. | | е ЕЧ Д 
такие как фосфорилироваине. ацстилирова- | 


Уи Что может 
ние. гликозилирование и убиквитилировапис случиться 
(конъюгация белка-мишени и белка убикви- 
тина). регулируют многие белковые функ- Что 
ции. взаимодействия и превращения белков. встречвется 


Повреждяющие факторы могут влиять на мо- 
ификациониый статус белков несколькими 
путями (схема 3-1). Некоторые токсиканты Рие. 3-1. Взаимосвязь усномики и протсомики 
опотрансформируются в активные электрофи- 

зы. которые счигаются причинами молифика- 

ций. Другие токсиканты могуг привести к формированию оксилаптов и эндогениых элск- 
зрофилов. которые могут также модифинировать белки. Электрофильные взаимодействия. 
по-видимому. играют существенную роль в механизмах токсичиости. Модификации эидо- 
генных регуляторных белков весьма чувствительны к изменениям, вызваиным факторами 
окружакипей срелы. 

Часто можно проследить зависимость между изменениями протсома и определенным пато- 
логическим состоянием (см. гл. 6.4.4). 

Отношение между гсномикой и протеомикой — это сложное взаимодействие гснов и бел- 
ков. которос в конечном счстс являстся молекулярной основой заболевания. 

Для судебной токсикологии также важиы гсиетические данные. чтобы алскватио интер- 
претнровать результаты экспертизы. Например. зная пути и скорость битрансформаиии ксе- 
побиотика в организме, можно оценить связь межлу кониснтранисӣ псшсства в крови и сего 
токсической дозой. степень нанесенного врела злоровью пострадавшего. Протеомный полход 
предлагает новую технологию изучения действия факторов окружающей среды на белки кяет- 
ки (см. гл. 3.3). 

В 2006 г. в 3 ведущих научных журналах «Мацис». «Машге СепеИс$> и «Сепоте Ќеѕсагсћь 
были олиовременио опубликованы результаты исслелований 13 научных исигров Велико- 
британии и Америки. касающиеся генетических различий людей. Теперь ученые считают. что 
вариабельность объясиястся наличисм у людей множества копий искоторых важных генов, 
которые образуют челонеческий гепом. Согласно получеиным данным, илентичность людей 
может оказаться не 99.9%, а скорее 99%. и этого лостаточно. чтобы объяснить множество ва- 
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Схема 3-1. Взаимосвязь между действием токсикантов и модификацией белков. 
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риаций в наших чертах. У нас не две копии каждого гена — но олной от каждого из ролителей. 
на самом дслс некоторые наши гены умножихись в несколько раз. Болес того. эти «количества 
множественных копий» различны у разных людей. и этим объясияются шаши физические и 
интеллектуальные отличия. Исслелователи нрелнолагают. что вариапии в количестве копий ге- 
нов — это здоровая норма. а потеря либо приобретение копий искоторых важных генов может 
провоцировать многие заболевания. Пока трудно ответить на вопрос о возможном количестве 
копий для ойпого гена. Например. в журиале «Зоепсе» (2006) сообщается. что гсн МССЗ9О2. 
активность которого отмечена в отлелах мозга, связанных с когнитивными функциями (вос- 
приятие. хранение. перелача информации). нрелставлен в геноме человека в количестве 212 
копий. Другой пример: в результате полной расиияфровки геномов 270 инливилов европейско- 
го. азиатского и африканского пронсхождения улалось обнаружить у них значительные вариа- 
пин в числе копий одних и тех же фрагмситов ДНК. 

Фулдаментальные свойства биосистечы: метаболизм. пласгический и энергетический обмен. 
регуляния и разаражимость. репролукиия н изменчивость — взаимосвязаны. Токсикаигы могут 
оказывать поврежлаюшее действие как па организм в нелом. так и избирательно па отдельные 
фунламенталыње свойства системы. Чем выше токсичность ксенобиотика. тем значительнсс 
выражена избирательность действия. 

Объект изучения и задачи анализа определяюг выбор методов исследования в токсикояо- 
гии. При изучении механизмов действия токсикантов широко используются как биохимичес- 
кие, так и физико-химические методы исследования. Они характеризуют молекулярный уровень 
взаимодействия токсикантов с рецепторами. ферментами биотраисформации. транспортсрами 
химических воществ. другими макромолскулами. Для онрелеления клеточных повреждений ис- 
пользуются разнообразные морфологичсские (цитогенетические, гистофизиологическис, гисто- 
химические и др.) методы. Исслсловапие физиологических реакций или патологических про- 
пессов па органном или организмениом уровис осушествлястся с помощью физиологических 
методов, например оценка поведенческих тестов является интегральным показателем состояния 
организма в целом. 

Обычно выделяют следующие уровни оргапизапин биоснстем: молекулярный и молекулярных 
систем, субклеточный. клеточный. органный. целостного организма. понуляционный. биогсо- 
иснологический. Мишенью для воздействия токсиканта может быть любая молекула оргипизма. 
Молекулярные системы изменяют свои свойства пол влиянием токсикангов, например система 
глутатиона принимает непосреяственное участие в процессах. связанных с поддержанием внут- 
риклсточного гомеостаза, а при воздействии токсикантов играст ведущую роль как бнохимичес- 
кая система естественной цитопротекини. В пастояшее время установлена взаимосвязь межлу 
выраженностью питотоксического лействия ксенобиотиков (судорожных ялов, психотронных 
веществ, метгемоглобинобразовагелей, летучих ялов. алкилирующих агентов. питостатиков и 
других) и тяжестью повреждения системы глутатнона, изменением кониентрации восстанов- 
ленного глутатиона, сульфгидрильных трунп белков. малонового лиальдегида, писиовых конъ- 
югатов, снижением активности глутатионредуктазы. глюкозо-6-фосфатлегилрогеназы. глутати- 
оиисроксидазы, глуталион-8-трансферазы. каталазы. Молекулярные комплексы. непи или сети. 
сформированные из молекулярных систем, участвуют в синтезе и организации более сложных 
субклеточных фрагментов. например ядра или митохондрий. Действие токсикантов иногла яв- 
лястся избирательным. и группы токсикантов опрелеляют как питопхазматическис или лизосо- 
мальные яды. мембрано- и гсвотокснканты и тд. Функниональные или структурные наруше- 
ния клеток ведут к развитию токсического повреждения во всем многоклеточном организме. 
Различиые орғаны имеют селсктипную чупствительность к оиределенным токсикантам. что 
связано с эволюционным развитием отдельных систем организма. Токсическое повреждение 
оргаиз — это и парушение целостности организма. С повышением сложности организация био- 
системы формируются регуляторные системы. обеспечивающие межклеточное взаимодействие 
в организме, например эндокринная система. Организмы объединяются в понуляции. консор- 
циумы, бногсопенозы, взаимодействуют между собой и с окружающей средой. Каждая биоло- 
гическая система харакгеризуется избирательностью к определенным токсикантам. Количество 
токсичных веществ. способных оказывать поврежлаюшсс действие на организм человска. зна- 
чительно больше. чем токсикантов. онасных для растений и олноклеточных организмов, но по 
мере усложнения биосистемы возрастают и се адаптационные возможности. 
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В многоклеточиом организме взапмолействис между клетками происходит не только ме- 
хапически. но и коммуинкациоино. Существуют многочисленные механизмы обмена инфо- 
мацией между клетками. Способность клеток воспринимать внешиине сигналы опрелелястся 
ренепторами. Репентор — любой структурный элемент живой (бнологической) системы, с ко- 
торым вступаст в химическое взаимодсйствис токсикапт (Эрлих П.. 1913). Реиспторы имеют 
олдин или несколько центров связывания сигнальных молекул и проявляют высокое сролсӯво 
к своим лиганлам. Любая клетка, ткань, орган содержит огромнос количество потенциальных 
рененторов различных типов, причем связывание лиганла. как энлогениого вещества. так и 
ксенобиотика с репептором данного типа являсгся избирательным лишь в определенном диа- 
пазоне коицеитраций. Увеличение кониситрации лигаила в биосистеме приводит к расшире- 
нию спектра типов репепторов, с которыми он вступает во взаимодействие. следовательно, к 
изменению его биологической активности. 

Различные клетки живых организмов имеют характерный набор рецепторов в зависимости 
от выполняемых этими клетками функций. Связываясь с репептором, внеклеточные химичес- 
кпе посредники воздействуют на протекание в клстке-мишени физиологически важных нро- 
иессов. В одной н той же клетке и лаже в сс мембране могут быть более десяти разных типов 
рецепторов. В настояшес время описаны сотни рецепторов лля гормонов. нейромелиаторов. 
простагландинов, вирусов. бактериальных токсинов. бактерий и простейших организмов. На- 
пример. связывание кажлого гормона с рецентором — процесс, как правипо, независимый 
от состояния лругих репепторов. В болынинстве случаев реиспторы являются белками. гли- 
копротеинами. гликолипидами или их фрагментами. Фрагмент молекулы. который химически 
взаимодействует с лигандом. называют репепторной областью. 

Для поддержания гомсостаза особое значение имест взаимодействие эпдогенных лигандов 
с селективными рецепторами. облалаошими наивысшим сродством к отдельным биорегулято- 
рам. Строение и свойства селективных ренепторов генетически кодируются. 

Трансформация. преобразование генстического материала (генотипа) редко приводит к из- 
менению рененгора на уровие структурно-функциональных особениостей организма (фено- 
типа). К числу постоянных селективных рецепторов относятся рецепторы нейромедиаторов и 
гормонов (токсиканты могут быть как агонистами, так и антагоинстами эплогенных лигандов. 
в результатс изменяется опредслеиная биологическая функиия, находящаяся под контролем 
этих рецеиторов). ферментов. траиспортных протсинов. Токсиканты. взаимолействующие с 
фермеитами и траиспортерами, могут быть ингибиторами или аллостерическими регуляторами. 
Селективные ренепторы к конкретным лиганлам — это ренепторы с изменяющейся структурой 
{антитела и антигепсвязывающие реценторы Т-пимфопитов). которые формируются в клетках- 
прелшественниках вследствие нидуцированной внешиими воздействиями рекомбипации 2— 
5 генов. контролирующих их синтез. 

Структура и свойсгва комплексов реиситорно-лиганлиого взаимодействия зависят от при- 
ролы токсиканла. конформации рецептора. их содержания в биологической системе, а также 
факторов срепы (рН. ионной силы и т.д.: см. гл. 2.2). 

Структурный компоненг биологической системы, взаимодействие которого с токсикантом 
не приводит к формированию ответной рсакнии, определяют как «немой» рецептор. 

Активный рецептор инициирует токсический нронесс. В этом случае используют термин 
«структура-мишень». В токсикологии принято считать, что позлействие токсиканта выражено 
тем сильнее, чем большее количество акгивиых рецепторов (структур-мишепей) вступило во 
взаимодействие с пим, а также чем большее значение имеют рецептор и новрежласмая бноло- 
гическая система для подлержания МЛГ. 

Мишенями (реценторами) для токсического воздействия могут быть: 

» струкгурныс элсменгы межклеточного пространства (например, связывание и инактивация 
структурных элементов межклеточной жидкости и плазмы крови, приволяшие к нарушению 
осмотичсского давления, изменению рН); 

• структурные элементы клеток организма (белки. нуклеиновые кислоты. липидные элемеи- 
ты мембраи. селективные ренспторы эндогенных биорегуляторов): 

• струкгуриые элементы систем регуляции клеточной активности. 

Различают три больших класса рецепторов клеточной поверхности: репепторы. содержащие 
1 трансмембранный ломен; рецепторы, содержащие 7 трансмембранных доменов; рецепторы, 
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содержашие 4 трансмембранных ломсна. Последний класс репепгорон служит регулятором 
работы ионных каналов. В зависимости от механизма перелачи сигнала рецепторы клеточ- 
ной поверхности полразлеляются на 4 класса: репепгоры. сопряженные с С-белками. которые 
активируют или ингибируют спепифичсские вторичные мессеилжеры (через С-белки также 
осушесталястся регуляция ионных каналов); ренситоры. регулирующие только ионные капа- 
лы: рецепторы. ассониированные с цитозольными гирозиновыми протеинкиназами: каталити- 
ческие рецепторы. проявляющие ферментативпую активность. Все перечисленные механизмы 
в той или иной степени связаны с участием понов металлов — макро- и микроэлементов (см. 
гл. 8.5.1). 

Рецепторы. формирующие ионные каналы. состоят из нескольких субьелинииц, пронизывающих 
всю толшу биологической мембраны. участвуют в перслачс исрвных импульсов в центральной 
первной системе и па периферии (рис. 3-2. Б). Одни субъелиниицы — это рецепторная область. 
другие после взанмолействия рененторной области с лигандом изменяют спою конформанию 
и участвуют в формировании ионного канала. Наиболее известные каналообразующие ренеп- 
торы: никотинчувствительный речептор ацетилхолина (Н-холипорспептор). ГАМ Кергический. 
глипипергический рецепторы. Ионные каналы имеют репситорную область связывания высо- 
котоксичпых ядов животного происхождения. таких. как тетродотоксин. сакситоксин. батра- 
хотоксин (см. гл. 11). Сигнальные молскулы — первичные мессенджеры — пересекают плазмо- 
лемму несколькими путями. в том числе путем изменения ионных каналов. 

С-протеины расшеиляюг гуанозинтрифосфат (ГТФ) и поэгому называются также ГГФ-аза- 
ми. К реценторам, связаиным с С-протеинами (регуляторными протсинами). относят мускарин- 
чувствительные холинергическис ренепторы (М-холинорснепторы). о- и В-алренорециснторы. 
лофаминсергические. ссротонинергические, гистаминергические рспепторы, а также рял близ- 
ких реиспторных структур. различающихся особенностями связывания с линидной мембра- 
ной, третичной структурой или конформацией (рис. 3-2. А). 

Стимулируюшие С-протенны активируют в ходе передачи сигпала аленилатииклазу кле- 
ток-эффекторов. а ингибиторные С-протеины угнетают этот энзим. Под системой сигнальной 
транслукции (ССТ) принято понимать ансамбль взаимодействуюних между собой макромо- 
лекул. осушествляюший перелачу сигналов но пути, опосредованному @-белкамн. Таким об- 
разом. уже само определение ССТ подразумевает наличие в ней как минимум трех молеку- 
лярных уровней — уровня сигнального репепторного белка. уровня сигиального С-белка и 
уровня эффекторного белка (схема 3-2). Проиесс передачи внеклеточного сигнала начинается 
со связывания лиганда со сиецифическим рецептором плазматической мембраны клетки. Воз- 
бужленный рецептор возпействует каталитически на ГТФ-евязывающий белок (С-белок). ус- 
коряя обмен связапного с ним ГДФ на ГТФ. В результате происхолит диссопиания комплекса 
о-. В- и у-субъелинии С-белка с образованием активированной а-субъединицы. нагруженной 
ГТФ. Далее а-субъедининца активирует эффекторный белок. который меняет внутриклеточную 
кониснтрацию определенных малых молекул — вторичных носрелников. что в свою очередь 
приводит к различиым клеточным ответам. Токсиканты могут модифицировать описанный 
процесс па любом из этапов проведения сигнала. избирательно реагируя с реценторами дан- 
ного типа (например, диэтиламид лизергиповой кислоты — ЛСД. исилонибин. мескалин. ВА. 
и т.д.). Вторичные месссиджеры — гормоны. нейромеяиаторы и лругие агонисты — способиы 
быстро активировать внугриклеточные процессы. Агонисты взаимодействуют с ренепторами 
па наружной стороне клеточной мембраны. далес сигнал псреластся в клетку путем активации 
сиитеза так называемых вторичных посредников. Перечень вторичных мссссплжеров включает 
САМР {пиклический аденозин -3'.5'-моиофосфат). <сСМР (пикличсский гуанозин-3’.5’-мопо- 
фосфат). фосфоинозитиды. ионы кальция и протон (Н*), мегаболиты ретипоёвой и арахило- 
новой кислот, оксид азота (ЖО) и другие химические соединения бногенного происхождения. 
В результате лействия внутриклеточных нпосрединков перслачи сигналов включаются процес- 
сы фосфорилирования белков, активации их ионами кальция или пругими факторами. что 
приволит к отвсту на клеточном уровне: секреции. сокращению. индукпии различных генов. 
пролиферации и др. 

ССТ опосрелует также и висклеточные сигналы различной химической природы или свето- 
выс воздействия. Алгоритм действия ССТ постоянен, а результирующние ответы клеток весьма 
разпообразны Отлельные молекулярные компоненты ССТ — репепторы. С-белки и ар. — изу- 
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Рис. 3-2. Примеры взаимолействия воиество-репентоп. 
а — С-белок-опосрелованный рецептор; Б — лигаилзавнсимый нонный капал: В — лигандрегулируемый 
ёермент: Г — молель реиспишии стероилных гормонов. Пояснение в тексте. 
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с  Внеклеточное чены в большом количестве вариантов и вместе с тем 

прсзранство обнаруживают постоянство общей структурно-функішо- 
ЕЕ нальиой организапии. | 

_С-белок | Е] Мембрана Рецепторы с тирозинкипазной активностью — это ре- 

пенторы к инсулнну и ғормопу роста (рис. 3-2. В). Фос- 

Цитозоль М форилирование внутриклеточных белков (по молекуле 

тирозипа) — пусковой моменг процессов активании 

$ - стимул; В – мембранный рецептор; клетки. При взаимодействии с лиганлом реиепториая 

Е – эффектор (фермент, молекула частичио погружастся в клетку, активируется 


ионный канал итд ); 


Е у нназ зктивность специачьной субъсдинит 
М - вторичный мессе р. тирозинкиназная актинность с начы уоьсд ИУ 


рецептора либо энзима. тесно связанного с ним. Изби- 
Схема 3-2. Алгоритм лействия ССТ. рительно действукиние токсиканты неизвестны. 
В 80-х голах ХХ века была сформулирована новая 
модель пецепнии стероидных гормонон (Сог>Ккі. 1956). 
включшошая следующие положения: 
® реиситоры вне зависимости от присутствия гормопа-лиганла локализованы пренмунествен- 
по в клеточном ядре: 
® распределение рецепторов между ялром и нитоилазмой прелставляст собой равновесный 
пропесс со значительным савигом равновесия в сторону ядерной фракции: 
• прочность связывания рецепторов с ялерными структурами увеличивается в присутствии 
гормона-лиганда в результате образования гормон-репепторных комплексон. 

Все гормональные реиепторы являются белками. способными ископалентно связывать гор- 
мон, и делягся на две группы в зависимости от зипа (липофильного мли гидрофильного) свя- 
зывасмоғо гормона. 

Линофильные гормоны (например. стероиды) легко проходят через клеточную мембраиу и 
связываются с ренситором, как полагали ранее, локадизовапном либо в питоилазме, либо в 
илре клетки. Согласно современной модсли реценции стероидных гормопов, обпаружение ре- 
пепторов в питозолс в отсутствие гормона при проведении биохимических экспериментов объ- 
яснястся выходом испрочно связанных с ядром свободных рецепторов в растворимую фрак- 
цию клетки при гомогснизациин ткани в среде с низкой нонной силой. Послс взанмолсйствия с 
гормоном рецепторы приобретают дополнительное сродства к ядерным акценгорным структу- 
рам и уже не экстрагируются из ядер растворами с низкой нонной силой. а пыхолят в раствор 
только при пысокой ионной силе среды. Такнм образом. п свете сопремениых представлений 
так называсмые цитозольные рененторы следует рассматривать как легко экстрагируемые из 
ядер в эксиериментальтых условиях своболные формы рененгоров. Термипом «ядерные» сле- 
дует обозначать рецепторы, которые так прочно связаны с акнепторными структурами ядра. 
что в процессе субклеточного фракционирования эта связь не разрушается. 

Гвлрофильные гормоны, неспособные проникать внугрь клетки. связываются с ренентора- 
ми на поверхности клетки. что обесисчиваст запуск передачи сигнала внугрь клетки. 

Независимо от локализзиии. репспторы имеют ряд общих характеристик. Реценторы об- 
лалают высоким сролством к соответствующему гормопу, так что значительное связывание 
происхолит при ловольно низкой концентрации гормона. обычно илблюяасмой в пиркулянии. 
Рецепторы обнаруживают высокую степень структурной спенифичиости: рецептор для опре- 
лелениого гормона булет связывать только этот гормоп или близкоролственное соединение. 
Обычио существусг хорошая корреляпия межлу сродством рецептора к гормональному аналогу 
и биологической активностью этого аналога. Репепгор обладает ткаисвой сненифичностью, и 
значительное содержание рецептора обнаруживается только в ткани-мишенн эгого гормони. 
Таким образом. ткансвая и структурная сяеинфичность рецепторов обеспечивает то, что гор- 
мон действуст только в своей ткапи-минсни. 

Стероидные гормоны (рис. 3-2. Г) проникают сквозь пяазматичсскую мембрану и сослиня- 
ются с ядерными реиситорами, которые стимулируют транскрипиию их гспов-мишеней. 

Сушествуст сше олна группа реневторов. Это реиснторы. молекулярная масса которых со- 
ставляет около 30 000—50 000 Д. Они образуют межрецетторные сети на поверхности клеток. 
например рецситоры к Ре-фрагмеигу (таргпепі сгумаШте) антител (иммупоглабулннон). Об- 
разование межренептгорных сетей шЕ-Ре-рецеиторов происходит при связывзиии антигена с 
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молекулами фиксированных на мембрапаҳ тучных клеток антител, что приводит к выбросу 
гистамина из тучных клеток как основы анафилакгических реакций. Из современных мето- 
лов изучения локализании рененторов токсикантов в ткзиях 1п Муо используется позитронно- 
эмиссиониая компьютерная томография. 

Ионы кальция и ряда других металлов, например цинка. марганца. кобальта, как свидетельс- 
твуют эксиериментальные исследования, служат посредником важнейших клеточных реакинй. 
в том числе секреторных процессов и нролиферапин. Изменение кониентрацин монов каль- 
ния в снециализированных клетках приволит к множеству биологических эффектов на уровне 
органов и тканей. Кониситрация ионов кальция в межклсточной жидкости равна иримерно 
10° М, а в питоплазме клегок — около 107 М. Это обусловлено быстрым выводом кальция из 
клеток и поглощением его во внутриклеточных кальниевых лепо. Выявлено два типа перслачи 
сигнала посрелством ионов кальния. Первый из них осуществляется в электровозбулимых. 
преимущественно нервных. клетках. В них деполяризация плазматической мембраны вызыва- 
ет поглощение нервным окончанием кальция через потениналзависимыс кальцисвые капалы, 
что приволит к секреции нейромелнатора. Второй способ перелачи сигнала посредством ионов 
кальния осуществляется практически во всех типах эукариотических клеток. При этом сиг- 
нальная молекула связывается с рецептором на поверхности клетки. что приволит к сипгезу 
вторичных посредпиков. высвобожлению нопов кальция из виутриклеточных лепо, активации 
урфекторных ферментов и запуску кальцийопосредованных внутриклеточных реакний. Теоре- 
тически возможно несколько путсй вхола Са в клетки при гормональиом возлействии — черсз 
ионные каналы, посредством специфического перепосчика, путем натрий-кальциевого обме- 
на. а также с помошью энлоцитоза. Последний процесс можст выглядеть как происхоляшая 
в обратиом направлении секреция, которая запускастся после высвобождения везикуляриого 
Са?” в питоплазму. В этом случае вход Са?” будет сопряжен с его выбросом из внутриклеточных 
пепо. К пастоящему времени твердо устаповлен канальный путь рецепторзаписимого входа 
Са”. Агонисты могут регулировать оба известных типа кальписвых каналов — ренепгорун- 
равляемые и потенциалуправляемысе. При этом воздействие на каналы может осуществляться 
несколькими способами — через системы вторичных посрелиикон, через С-белки и путем 
прямого сопряжения рецепторов с каналами. Рецепторы. их агонисты и антагонисты прелстав- 
лены в табл. 3.-1. 


3.2. МЕХАНИЗМЫ ТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ И МЕЖКЛЕТОЧНОЙ 
КОММУНИКАЦИИ. ТОКСИКАНТЫ И РЕГУЛЯЦИЯ АПОПТОЗА 


Кому неведомо всеглашисе несоозветствие 
между тем. что человек ищет и что находит? 
Н. Макиавелли 


Из-за огромного числа потенциальных токсикантов и множества биологических структур 
м процессов. которые они могут нарушать. сушествует больное количество путей реализапии 
токсического действия. Обычно токсикант, лдоставленный к мишени. реагирует с ней. вызывая 
клеточную дисфункцию. Иногда ксенобиотики не реагируют с конкретной мишенью, а небла- 
гоприягно влияют на все биологическое окружение. вызывая дисфункции молекул, органелл. 
клеток или органов. 

Наиболее полная схема проявления токсичности включает несколько этапов (рис. 3-3). 
Сначала токсикаит лоставлястся к цели илни целям (этап Эн взаимолействует с энлогенными 
молекулами-мишенями (этап 2а). вызывая изменения функиий клетки и/или структур (эгаи 3). 
которые запускают восстановительные мсханизмы на молекулярном, клеточном, и/или тка- 
невом уровиях. Сила возлействия токсиканта может превышать способности механизмов ре- 
парации или вызывать «неправильное срабатывание» этих процессов (этап 4). В этом случае 
развиваются слелующис процессы: 

• некроз тканей; 
е канцерогенез: 
• фиброз: 
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Токсикант 


1 


е нарушение регуляпии апоптоза. 

Метаболизм токсикантов подробно обсужла- 
стся в главе 4 и главах второй части книги. 

Этап Г — доставка от места воздействия к 
мишени 

Интенсивность токсического эффекта за- 
висит от кониситрации и времени нахождения 
конечного токсиканта вблизн мишени. Конеч- 
ный токсикант — вещество. которое рсагируєт 
с эндогенной молекулой-мишенью или крити- 
чески повреждает биологическое окружение. 
инициируя структурные и/или функииональные 
нарушения. Конечным токсикантом могут быть 
как исходное соединение. так и сго метаболиты 
(см. гл. 4). а также активные формы кислорода 
(АФК). генерированные ири биотрансфюрмации 
токсиканта или эндогенной молекулы. 

Коннентрация конечного токсиканта в ми- 
шени зависит от относительной эффективности 
процессов. которые увеличивают или уменывают 
его концентрацию на нелевом участке (рис. 3-4). 

Транспорт — пвижение токсиканта из очага 
пораження в структуру-мишень в активной фор- 
ме — и наконление токсикаита в мишени об- 
легчаются происесами абсорбции. дуффузия к 
мишени, реабсорбиин и токсикации (мстаболи- 
ческой активации). Пресистемная элиминация, 
непосредственное вывеление токсиканта из ми- 
шени, экскрепия и летоксикация противостоят 
этим ираисссам. препятствуют накоплению ко- 
исчного токсиканта в мишени (см. гл. 4). 

Абсорбция против пресистемпой элиминации 

Абсорбция — это перемещение химических аген- 
тов от очага поражения в системный кровоток (см. 
гл. 4). 

Пресистемная элиминация. Улаление токси- 
канта может происходить до проникновения в 
системный кровоток. Это характерно для хи- 
мических агентов. нахоляшихся в желулочно- 
кишечном тракте. Пресистемнаи элиминация. 
или эффект первого прохождения уменыпаст 
токсические эффекты ялов. распространяющих- 
ся через кровь. но может вызвать повреждения 
иишеваригельного тракта и печени. поскольку в 
этих органах созласися повышенная кониентра- 
пия токсикантов. Эффект первого прохождения 
наблюластся также в легких (см. гл. 4). 


Рис. 3-4. Траиспорт токсикаита — этап | в развитии 
токенческого эффскга. Транспору облегчается про- 
цессами. перечисленными слева от сзрелки. и зор- 
мозится процессами. указанными справа от стрелки. 
ЖКТ — желулочио-кишечный тракт. НК — пуклеи- 
новые кислоты: ВМС — высокомолекудярные сосзи- 
нения. 
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Лиффузия в структуру-мишень и обратная диффузия. Во время сталии расирелеления токси- 
канты из крови проникают во внеклеточное пространство и лостигают мишени — мякромолс- 
кулы (как правило) на поверхности или внугри клеток. 

Механизмы, облегчающие проникновение в мишень. Кониенярания токсикантов вблизи ми- 
шени может быть увеличена за счет нескольких факторов (см. гл. 4). например, пористость 
капиллярного эндотелия. Эндотелиальные клетки в печеночных синусах и почечных около- 
канальпевых капиллярах имеют крупные норы (лизметром 50—150 им). через когорыс могут 
проникать даже связанные с белком ксенобиотикн. Это способствует накоплению токсикантов 
в печени и почках (см. гл. 2 и 4). 

Спеннализироваиный транспорт через мембрану. Сисниализированные нонные каналы и 
мембранные транспортеры (см. гл. 4) могут способствовать проникновению токсикзитов к 
внутриклеточным мишеням. Ма’. К'-АТФаза, потенииалзависимые кальцисвые каналы. свя- 
зыванне с промежуточным переносчиком, эндоцитоз н рециркуляция мембраны облегчают 
транспорт токснкантов в определенные клетки — клетки-мишсени. 

Накопление в клелочных органеллах. Накопление токсиканта в лизосомах происходит 
благоларя рН-ловушке. Это переход лииофильных молекул (например, токсикант с ненрого- 
нированной аминогрупиой) через мембрану в кислую среду органелл, где аминогрупиа нро- 
тонируется и теряег лниофильность. из-за чего молекула уже не может преодолеть мембра- 
ну оргапеллы и перейти в клеточный матрикс. Митохондрнальное накопление пронсхолит 
вследствие элекнюфореза. Аминогруппа протонируется в межмембранном пространстве. затем 
ксенобиотик всасывается в матрикс сильным отрицательным потенциалом (—220) мВ). тле он 
может нарушить пропессы В-окисления и окислительного фосфорилироваия. 

Обратимое внутриклеточное связывание. Некоторые вешества. например органические и 
неорганические катионы, полицикличсские ароматические углеволоролы. накаилинаются в 
меланиисодержаших клетках за счег связывания с меланииом. 

Механизмы, препятствующие проникновению токсикантов к мишени. Распределение токси- 
кантов в специфические области может загрудняться пронессами. описанными ниже. 

Связывание с белками плазмы. Чюбы из кровеносного русла проникнуть в клетки. боль- 
шинство ксенобиотиков лолжно высвобожлаться из комилскса с белками (см. гл. 4). Прочнос 
снязывание с белками плазмы пролонгируст эффекты и задерживает элиминаиию токсикантов. 

Снециализированные барьеры. В капиллярах мозга мало пор и они очень мелкие. что предо- 
твращаст проникновение гилрофильных соедниений в мозг любымн путями. кроме активного 
транспорта. Сисрматогениые клетки окружены клетками Серголи, которые плотно соелинены, 
формируя гематотестинальный барьер. Также ограничена проницаемость плаценты для гилро- 
фильных сосдинений. Однако ни одии из эгих бирьеров неэффективен против липофильных 
вешеств (см. гл. 4). 

Раснрелеление в депо. Некоторые вещества способны низкавливаться в тканях (в свособраз- 
ных лепо), где они не оказываюг сушествениого возлействия. Этот пронесс спижает вероят- 
ность и силу воздействия токсиканта на клетки-мишени (см. гл. 4). 

Связывание с внутриклетониями белками. Образование комнлекса с некоторыми внутри- 
клеточиыми вешествами. например с металлотионгинами. временно уменыизет конпентрапию 
токсиканта в мишени (см. гл. Зи 8.5). 

Удаление из клеток. Впутриклеточные токснкаиты могут вылеляться во внсклегочное нро- 
странство посредством АТФ-зависимого мембранного транспортера — гликопротенна Р и фак- 
топа мультилекарственной резистентности — белка МКР (см. гл. 4). 

Экскреция против реабсорбции. Экскреция — удаление ксенобиогиков из крови н выделение 
во внешнюю среду. Это — физический процесс. в то время как биотрансформация — хими- 
ческий механизм удаления гоксиканта (см. гл. 4). Путь и скорость экскрепии в значительной 
степени зависят от физико-химических свойств токсиканта. Для высоколипофильных сосди- 
нений не существует эффективных механизмов элиминации. Такие сосзнисния. устойчивые 
к бнотрансформации, элиминируются очень медленно и имеют тенленнию к накоплению и 
организме при повторном возлействии. Для элиминацин таких сосдинений существуют три 
неэффективных механизма: экскреция с груаным молоком. выделение с желчью и в просвет 
кишечника из крови. Летучие сослннепия, такие как газы и летучие жидкости. лиффундируюг 
из легочных капилляров в альвеолы и улаляются при вылохе (см. 19. 4). 
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Геабсорбиия. Токсиканты. попавшие в почечные канальцы. могут проникать обратно чс- 
рез клетки стенок канальцев в околоканальиевые капилляры (см. гл. 2.4.4. и 4). Рсабсорбция 
путем диффузии зависит от липофильности и обратно пропорциональна стенени ионизания. 
Токсиканты, попавшие в желудочно-кинисчный тракт с желчью. желудочным и кишечным 
соком. слюной. секретом поджелудочной железы, могут рсабсорбироваться путем диффузии 
через слизистую оболочку. Ревбсорбиия сосдинений. выделенных в желчь, возможна, если они 
достаточно линофильны илн превращены в болес жирорастворимые формы в просвете кишеч- 
ника (см. гл. 4). 

Токсикация против детоксикации. Биотрансформация токсикантов в более ядовитые иро- 
дукты называется токсикацией, или мстаболической зктияанией (см. гл. 4). Иногда вещества 
путем биотрансформаиии приобретают реактивность и структурные признаки. позволяюшис 
более эффективно взаимодействовать со сиспифическими реценторами или ферментами. Од- 
нако значигельно чаше токсикация изменяет энло- и ксенобиотики так. что они приобретают 
способность взаимодействовать с функинональными группами молекул различных эндогенных 
соединений и преврашать их в электрофилы: свободные раликапы (химические агснты с не- 
спаренными электронами и высокой активностью. такие как супероксид-анион радикал О’. 
гидроксил-раликал НО’): нуклеофилы: редокс-активные частицы. й 

Детоксикация. Детоксикацией называют биотрансформацию. в холе которой обезврежива- 
ется основной токсикант или предотвращается его образование. Ги И фаза биотрансформации 
полробно обсуждаются в главе 4. В ряде случаев детоксикация может конкурировать с токси- 
кацией. Детоксикания ксенобиотиков, не содержащих функциональные группы, как правило, 
происходит в две фазы. Сначала в молекулу внелрястся функциональная группа, папример 
гилроксил или карбоксил (1 фаза). а затем к этой группе с помошью трансферазы присо- 
елинястся эндогепная кислота. например глюкуроновая. серная или аминокислота (11 фаза). 
За некоторыми нсключениями конечные пролукты неактивны, высокогилрофильны и легко 
экскретируются. Детоксикация токсикантов-нуклеофилов в большинстве случаев осуществля- 
ется путем конъюгации по нуклеофильным функциональным груипам (ПИ фаза биотрансфор- 
мании). Дегоксикация токсикантов-электрофилов обычно включает в себя конъюгацию с нук- 
леофилом глутатионом ( фаза биотрансформации). Эта реакция может идти спонтанно или 
инлупцироваться глутатион-$-трансферазой. 

Детоксикация свободных радикалов — это прежде всего элиминация супероксид-анион-ра- 
ликала О: . который можст превращаться в гораздо болсс активные частицы (рис. 3-5). 

В первом случае превращение О, в Н.О, идет спонтанно или катализируется ЗОО. Гомоли- 
тический распад пероксила водорода до гилроксид-раликала ЦО’ и гилроксид-иона ОНГ на- 
зывастся реакиией Фентона и катализирустся ионами металлов. Образование гидроксид-ра- 
ликала обусловливает чрезвычайно высокую токсичность ксенобиотиков, генерирующих О. 
Во втором случае О; бурно реагирует с оксидом азота МО. который синтезируется МО-сни- 
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Рыс. 3-5. Два пути токсического лействия супероксил-анион-раликала о; через нераликальные пролукты 
ООО и Н.О.) и раликилы (МО. СО; и НО”). Пояснение в тексте. 
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зазой (№05). образуя исроксинитрит (ОМОО“). Спонтанная реакиия пероксинитрит-иона с 
оксилом углерода(1№) приводит к образованию нигрозоперокси-карбоната (ОМООСО, ). ко- 
торый гомолитически распадается до `№О. — радикала оксида азота (1\У) и карбонат-анион- 
раликала СО, . Три пролукта (СО, НО". НОУ) являются окислитслями. `№О, — еще и 
нитрируюший агенг. 

Не существуст ферментов, элиминирующих НО’, елинственной эффективной зашитой яв- 
ляется предотвращение образования НО` путем траисформаиии сго предшественника перок- 
сила водорода (Н.О,) в воду. Супсроксиллисмутазы (СОД. 500). содержашисся в питозоле 
(Си-5ОО. 2п-500) и митохондриях (Мп-500), превращают О,’ в Н,О,, который затем вос- 
станавливается до воды цитозольной глутатнонпероксилазой или исроксисомной каталазой 
(рис. 3-6). 

Пероксинитрит нон (ОМОО^) не является свободно радикальным окислителем и более сга- 
билен, чем НОГ. Глутатионпероксидаза способна восстанавливать ОМООГ до нитрита (ОМО`). 
Кроме того, ОМООУ релгнруєт с оксигемоглобином. гемсодержашими перокспдазами н альбу- 
мином. Эти реакции важны для элиминации ОМОО”. Предогврашение синтеза ОМОО” воз- 
можно путем удаления двух его предшественииков (прекурсоров): ` МО — за счет его взаимо- 
дейсишя с гемоглобином и О: — с супероксидлисмутазой. 

Пероксилазогенерированные свободные радикалы разрушаются путем переноса электронов 
с глутатиона. Это сопровождается окислением глуталиона. который рсгенерирустся МАРРН- 
зависимой глутатионредуктазой (рис. 3-7). Таким образом. глутатион играет важную роль в 
летоксикации и электрофилов. и свободных радикалов (см. гл. 4). 

В летоксикании природных токсинов — ялов животного и растительного происхождения (см. 
гл. 11) - участвуют вне- и внутриклегочные прозеазы. Нанример, при действии фосфолипазы 
происходит восстановление дисульфидной группы эрабутоксина и теряется его активность. 
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Рис. 3-6. Дстоксикация сулероксид-аниои-радикала о; супероксиддисмутазой ($00), глутатионперокси- 
лазой (СРО) и каталазой (САТ). 
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Рис. 3-7. Дстоксикапия пероксилазогенерированных споболных раликалов. например хлориромазилоноге 
свободного раликала (СР2 7°) глутатионом (СН). Побочными продуктами являются тнил-радикал (С$') 
и глугатиондисульфил (6556). который регенерирустся глутатиопредуктазой (СВ). Хлориромазин (ами- 
назин) — нейролсптик нз группы фенотназинов (см. гл. 7) (по Сгевис #.. Юаасчеп С.. 2003). 
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Если токсикант инактивирует летоксипирующис ферменты. то лстоксикания неэффектив- 
на. образуются его токсичные метаболиты. активно идст процесс токсикапии. 

Этан 2 — взаимодействие конечного токсиканта с молекузой-мишенью 

Обычно токсичность обусловлена реакцией конечного токсиканта с молекулой-мишенью 
(см. рис. 3-3. этап 2а). Фактически все эндогенные сослинсиия — потенциальные исели для 
токсикантов. Наиболее распространенные и токсикологически значимые цели — нуклеиновые 
кислоты (особсиио ДНК). белки и мембраны клеток. Первой нелью для активных мегаболитов 
часто становится фермент. участвующий в их синтезе. и внутриклеточные структуры. Ковалент- 
ное связывание с белками, не вызывающее нарушения функций структур. может быть видом 
детоксикации, оберегаюшим токсикологически значимые пели. 

Типы реакций 

Конечный токсикант может связываться с молекулами-мишенями ковалентно и некова- 
лентно, может понреждать их за счет отшепления ионов водорода и путем псрераспрелеления 
электронов (см. гл. 2.2). 

Нековалентное связывание — образование водородных и иоиных связей тиничны для ток- 
сикантов, взаимодействующих се мембраниыми и внутриклеточными рецепторамн, ионными 
каиалами и некоторыми ферментами. Нековалентное связывание обычно обратимо из-за срав- 
нительно низкой энергии связи. Будучи фактически необратимым. ковалентное связывание 
полностью поврежласт энлотенныс молекулы. Образование ковалентного адлукта характерно 
аля электрофильных токсикантов. реагирующих с нуклсофильными атомами в биологичес- 
ких макромолекумах (белках и пуклсиновыҳ кислотах). Свободные радикалы типа НО`. МО; 
и С1.С’ могут ковалеитию связываться с макромолскулами или отшеплять атомы водорода 
от энлогениых соедиисний. прсврашая их в радикалы. В результате этих преирашений часто 
образуются карбонильные сосдинения, формирующие поперечные сшивки с ДИК или белка- 
ми. Химические агенты способны участвовать в реакциях окисления —восстаповления, обра- 
зуя токсичные пролукты. Например. окисление токсикангами Ее(1) до Ес) в ғемоглобинс 
вызывает мелемоглобинемию (см. гл. 2.4.3). Приролные токсины специфически действуют на 
белки-мишени. Например. токсии дифлерии блокирует фуикцию фактора элоигации 2 в син- 
тезе белка. а токсин холеры активизирует С-белок. 

Итак. действие большинства копе'изых токсикантов на энлоуенные молекулы зависит от их 
реакционной способиости, а пути ирсврашення могут значительно различаться. 

Нарушение функций и разрушение мозекуз-мишеней. Некоторые токсиканты активируют мо- 
лекулы-мишени. Олнако чаще химические агенты ингибируют функции молекул-мишеней. 
блокируя реипенторы. понные капалы или ферменты. Функпия белка нарушается пря изменс- 
нии сго конформации. Последняя сушественно меняется при взаимодействии с токсикантом. 
Многие белки содержат субъелинииы, которые обеспечивают их активность, или снособность 
соелинияться в макромолекулярные комплексы. Ковалентное связывание и/или окисление 
таких субьслинии ксенобиотиками может привести к нарушениям перелачи сигнала, энер- 
гетического обеспечения клеток и метаболического гомеостаза. Токсиканты могут нарушать 
матричиую функиию ДНК. Ковалентное связывание химических агентов с ДИК (образова- 
нис аддуктов) вызывает ошибки при рспликапин. Кроме образования ацлуктов. токснкангы 
изменяют первичную структуру эндогенных молекул поперечным сшиванием или фрагмен- 
таписи. Сшивки измсияют пространственную подвижность и функциональность молекул. 
Другие молекулы-мишени восприимчивы к спонтанной деградации после химической атаки. 
Свободные радикалы типа С. СОО` и НО` могут инициировать пероксидное разрушение ли- 
пилов путсм отщевления от них протонов. Это приводит к дегралации липилов в клеточных 
мембранах и образованию свободных раликалов жирных кислот и электрофилов, нарушаю- 
ших структуру ДИК. Ковалситиое связывание токсикантов нли их метаболитов с белками 
может приводить к образованию антигенов и развитию иммунного огвета. Некоторые хн- 
мические агеиты (дивитрохяорбензол. пепипиллин. соедимения никсля) могут спонтанно 
связываться с белками. Другие могут получить такую способиос т, вследствие автоокисления 
зо хинонов (например. аплергены сумаха укореняющегося} или энзиматической биотранс- 
форманин. 

Некоторые ксенобиотики вызывают токсичсскую реакцию, не воздействуя на молекулы- 
мишени. но изменяя рН срелы: нарушая структуру клеточных мембран и приводя к исчезно- 
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вению разности ионных концентраций; конкурируя с эндогенными молекулами за физиоло- 
гически важное пространство. 

Этан 3 — клеточная дисфункция и последствия токсичности 

Взаимодействие с молекулюй-мишенью может приводить к нарушению фупкиий клегки — 
этаи 3 в развитии токсического эффекта (рис. 3-5). Каждая клетка в многоклеточном орга- 
низме участвуег в онрелеленных ироцессах. контролирусмых соотвезствующими сисгемами 
организма. Одни программы обеспечивают клеточное леление, дифференинрование и апоптоз, 
другие — управляюг функциональной деятельностью лифферениированных клеток. Регулиро- 
вание работы клегки осуществляется с помощью СТС (см. выше). которая может быть активи- 
рована и пнактивирована внешними сигнальными молекулами. 

Исрвичиая клеточная дисфуикция. вызванная токсикаитом. — не обязательно окончатель- 
ный результат, все зависит от функции мояскулы-мишени (см. рис. 3-8). Если молекула-ми- 
шень участвуст в клеточной регуляции (передаче сигналов). прежде всего происходит дисре- 
гуляция экспрессни генов и/или дисрсгуляция вынолняемой клеткой функини. Однако сесли 
молскула-мишсиь вовлечена в пронессы клеточного жизнеобеспечения, ее повреждение может 
привести к гибели клетки. Воздействие токсиканта на виутриклеточные структуры, обеспсчи- 
ваюшие выполисние внешних функиий клетки. может изменигь активиость других клеток. 

Нарушение регуляции клеточных функций. Деятельность клеток регулируется сигнальными 
молекулами. которые акгивируюг онределениые клеточные реиситоры. Последние передают 
сигнал регуляторным областям генов и/или функциональным белкам. Таким образом, актива- 
ция рецептора может иривести к изменению экспрессии гена и/или химической модификации 
определенных белков (обычно путем фосфорилирования). Программы. управляющие жизнью 
клеток. прежде всего затрагивают эксирессию генов. Программы. контролирующие функции 
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Рис. 3-8. Этап 3 в развитин токсического эффекта: нарушение регуляции и гомеостаза клеток. 
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клеток, влияют на деятельность функциональных белков; однако один сигпал часто вызывает 
оба ответа из-за переходов и взаимосвязи сетей передачи сигналов. 

Дисрегуляция генной экспрессии происходит при возлействин на структуры, принимающие 
участие в транскрипции, нередаче сигианов, синтезе, хранении или выделении экстрацеллю- 
лярных сигнальных веществ. 

Нарушение регуляции транскрипиии. Транскрииция. прелставляюшая собой передачу генети- 
ческой информации от ДНК к мРНК. управляется взаимодействием факторов транскривции 
(ТЕХ) и промоторвых участков гена. Токсиканты могут нарушать этот процесс. Обычно пов- 
режлаются ТЕ. в связывании и активании которых участвуют приролные сослинения. напри- 
мер гормоны и витамины. Биогенный или чужеролный лиганл может оказывать токсический 
эфирскт в лвух случаях — ири воздействии в болыших лозах и/или в определенные периоды 
онтогенеза. Другие вещества. взаимодействующис с ТЕЅ. могут нарушать дифференцировку 
клеток за счет усиления экспрессии различных генов. 

Нарушение процессов передачи сигнала. Экстрацеллюлярные сигнальные молекулы (факто- 
ры роста. цитокипы. гормоны и пейротрансмигтсры) могут в конечном счете активировать 
ТЕУ. воздействуя на мембранные рецепторы и/или внутриклеточиую систему передачи сигнала. 
На рис. 3-9 показаны такая система и активироваиные ТЕ, контролируюшие транскрипиию 
гена, ответственного за клеточный цикл. Примером может служить кодирусмый с-тус протоон- 
когслюм с-Мус-белок — фактор транскрипции. который слособен как активировать, так и реп- 
рессировать транскрипцию генов. с-Мус-белок после димеризации с Мах-белком и связывания 
комилекса с определенной пуклеотидной последовательностью, активируст гены циклинов О и 
Е. Послелние в свою очередь ускоряюг деление клетки, активируя циклинзависимые киназы. 
Синтезнрованные при эгом сигнальные молекулы ускоряют клеточную нролиферацию. Сигнал 
от мембранных реценюров до ТЕѕ нерелается последовательным взаимодействием белок-бе- 
лок н изменением конформацин белка при фосфорилировании. т.с. сигнальная молскула вы- 
зывает фосфорилирование белка. например мигогенактивируемой киназы (МАЕК), которая в 
свою очередь фосфорилирует и акгивирусг другой белок. Например, лиганды к мембранным 
рецепторам фактора росла (см. рис. 3-9. объект 6) запускают процесс аутофосфорилировапия 
этих рецеиторов. Затем уже фосфорилированные рецепторы перслают сигнал на Каз (С-бе- 
лок). Активный Каз ининнирует каскал МАКК. запуская послеловательное фосфорилировзиие 
белков киназами и передавая сигнал на ТЕѕ. Перелаточные молекулы обычно. но не всегда ак- 
тивируются фосфорилированием (катализируется киназами) и инакгивируются лефосфорили- 
рованием (кагализируется фосфатазами). Химические агситы могут нарушать (прекранать или 
изврашать) передачу сигнала пузем повреждения структур. участвующих в фосфорилировании 
(например. С-белков). и в конечном счете влиять на клеточный цикл. 

В иснтре рис. 3-9 показан путь псрелачи сигнала от реиспторов факторов роста эпидермаль- 
ного — СОСЕ (6). которые действуюг на тирозинкиназные рецен горы. Промежуточные белки — 
Уве. ОтЬ2, 505 — не показаны. Эти белки преврашают ГАФ-связанный Каѕ (С-белок. исак- 
тивный) в активную ГТФ-форму. Послелияя активируст МАК -киназный каскад (КаГ. МАККК, 
МАВК). Ои состоит из трех протеинкиназ. Протсинкиназы — ферменты, способные катализн- 
ровать реакиию присосдинения фосфата к остатку серина, треонина или тирозина в молекуле 
белка. образуя фосфорилироваиную форму белка. При этом менястся конформация молекулы 
белка. белок активируется или ингибируется. По-видимому. фосфорилирование — это один из 
главных способов регуляции внутриклеточных процессов, и в первую очередь регуляции про- 
цессов считывания генетической информации (по разным оценкам, сушествует ог 2000 до 10 000 
разных протеннкиназ). Последняя стадия изображенцого на рис. 3-9 МАВ-каскала — образование 
активной киназы. называемой МАК-киназой (МАКК). Это’ фермент фосфорилирусь и тем 
самым меняет активность нескольких белков-мишеней. МАКК становится акгивной киназой 
только после того, как к ней булег присоедипси фосфат. Для того чтобы активировать МАКК. 
а клетке существует другая (специализированная) киназа, которая умеет фосфорилировать 
только МАКК— это киназа МАЕК (МАККК). Исхолно этот фермент исактивен. как и МАКК. 
и в свою очередь тоже активируется присоелинением фосфата. Для этого в клегке сушествуст 
еше одна протеннкиназа — ҜаЁ ( киназа кнназы МАК-киназы). Она исходно тоже нсактивна. 
но ес активируст Каз. получивший сигнал извие и проходящий через цепочку внутриклеточной 
сигнализации, связанную со вторичными мессенджерами. 
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Рис. 3-9. Пуғи перелачи сигнала от мембраниых рецсниторов к ядсриым факторам гранскриниии генов. 
вовлеченных в регулянию клеточного цикла (Кіааѕхеп С., 2003). Звезлочкой отмечены активнровапные 
сишалом ялерные факторы транскривции. Химические агенты: Аз — арсенит: САУ — каликулин А: 
РА — жирные кислоты: РВ! — фумонвэнн В; МС-ЕВ — микроцистин-28: ОКА — окаласвая кислота: 
ММ$ — метилмстаносульфат; РМА — форбола мнристат-пистаг: КОЅ — активные формы кислорода: 
УНК — $Н-активные агенты: ТАЧ — стлуросиорин. Цифрами от | до 9 обозначены мембранные рецеп- 
торы: кружками обозначены С-белки, овалами — киназы, прямоугольниками — факторы траискриинии. 
волнистыми линиями — гены. ромбами — ингибиторы (например. фосфатазы — РТР и РР2А). ниги- 
бпруюшис белки САР и КВ. Стрелкамн обозначени сиитез вторичных месеснлжеров (например. РАС. 
ІР, сАМР, Са") и стимулирующее воздействие; динни. заканчивающиеся короткой поперечной чертой, 
обозначают ингибирование. Фосфорилирование н дефосфорилирование обозначены как +Р и -Р соог- 
ветствсино (во Стори 2... Кзазчеп С., 2003). Пояснение в тексте, 


Фосфорилированиая МАКК переходит в ялро и фосфорилируст факторы транскрипции. 
таким образом позволяя им связаться со спепифичсскими лослеловательностями промотора. 

Между всеми сигиальными системами сушествует взаимосвязь. Для персдачи митогсиногс 
сигнала ог рецепторов 4, 5. 7 используется тот же путь исрелачи— реисятор ЕСЕ (6) — МАКК. 
Например. реиситор 4 передает сигнал через В. ү-субъсдиницы С-белка и тирозинкиназу гс: 
интегриновый ренептор 5 — сто лигандами являются компоненты внеклеточного матрикса 
ЕСМ — скорее всего передает сигнал через С-белок Кһо (не показан) и киназу местной адге- 
зии (РАК). С-белок — иитегрироваиный рецептор 7 — катализируст снитез вторичных мессен- 
джсров через фосфолипазу С (РСС) и приволит к активации протеннкииазы С (РКС). Мито- 
генный сигнал, персланный через рспептор ЕСЕ (6). — МАКК может быть усилен, например 
КаГ-катализируемым фосфорилированнем белка КВ. который отщепляет транскринционный 
фактор МЕ-КВ от ингибируюшего белка. 

МЕ-КВ — траискриициоиный фактор — может активироваться АФК. ввелением в клетку 
фенобарбитала или пролифераторов пероксисом. Активация происходит опосредованно чере: 
В5-КаГМАККК-МАКК сигнальный путь. 
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Рецептор ростовых факторов — белка фактора роста трансформируюшего В трансформи- 
рукинего ростового фактора В) — ТОГ-В (9) активирует путем фосфорилирования цитоплазма- 
тические медиагоры белки 5таа. 5та@ — групна родственных внутриклеточных белков. пере- 
дающих сигнал в ядро от сверхсемейства ТОЕ-В. ЗтаЧ блокирует клеточный цикл. прерывая 
путь передачи сигнала. МАКК-катализирусмым фосфорилированисм 5тад митогенный сигнал 
можно усилить (рис. 3-9). 

Митогенный сигнал появлястся также при активации протсинкиназ (РКС. СаМК. МАВК) 
ионами кальция. Некоторые ксспобиотики способны блокировать провсление сигнала. Часть 
из них может стимулировать пролвферапию (активация митогенных протсинкиназ, например 
РКС. инактивация фосфатаз РТР. РР2А, инактивация САР. КВ). Другая часть. например ин- 
гибиторы РКС. препятствуют митозу и вызывают аповтоз. 

Эта схема упрощена. Фактически все компоненты системы перелачи сигналов (например. 
С-белков. РКС. МАКК) присугствуют в многочисленных. функиионально различных формах, 
характерных только для определенных клеток. Нало помнить. что системы, участвующие в 
регуляции экспрессии генов. онрелеляют не только жизисипый цикл клеток, по также управ- 
ляют некоторыми пронессами клеточной деятельности. Например. МЕ-КВ стимулирует сиигез 
белков острой фазы (БОФ). 

Химически измененная передача сигнала с пролиферативным эффектом. Кссиобиотики. об- 
зегчаюшие фосфорилирование элементов цепи передачи сигнала, часто провонируют усиле- 
ние клеточного деления и формирование опухоли. Эфиры форбола и фумонизин В активи- 
руют протеинкиназу С (ИКС. РКС). подражая дианилглицеролу (ДАГ. ОАС) — олному из 
физиологических активаторов РКС (см. рис. 3-9). Ионы двухвалентного свинца имитируют 
зействис другого физиологического активатора РКС — Са“. Активированная РКС передаст 
сигнал далее, запуская киназный каскад и в конне концов позволяя факторам транскринции 
связаться с участками ДИК. Протеинкиназы могут также активироваться поврежденными 
белками. Усиление фосфорилирования белков можст быть результатом снижсиной актив- 
ности фосфатаз. Вероятно. ингибирование фосфатаз является основным механизмом дейс- 
твия некоторых химических агентов. Опо происходит и при ультрафиолетовом облученик. 
Растворимая фосфатаза 2А (РР2А). по-вилимому. отвечает за инактивапню МАКК. РР2А ле- 
Зжсфорилирует митозинициируюшую протеинкиназу. Существуют и другие ингибирующие 
ферыснты. например ингибиторный белок ІКВ, гомологичный структурному белку аикирииу, 
связывается с МЕ-кВ и предотвращает его проникновение в ядро (блокирование функиии 
фактора транскрипции). 

“Е-КВ (№Е-КарраВ) является уникальным срели траискринционных регуляторных белков. 
Он играет роль внутриклеточного мелиатора большого количества внешних возлействий в 
некоторых типах клеток. Этот нитоплазматический фактор траискрипиии уникален тем. чго 
может активироваться больнизм числом внутриклеточных путей, инлуцируемых воспалитель- 
жыми питокинами. окисленными липилами, факторами. присутствующими в атероматозных 
Пляшках. и запускать быструю активацию множества генов. МЕ-КВ — важный интегрирующий 
выструмент клетки. Комбинаторное использование его разных субъединиц приводит к воз- 
мокности лифференииальной регуляции множества генов с различиыми фуикциями в разных 
питал клеток в разиое время. Все эти белки работают в клетке как ДНК-связывзющие транс- 
крипиионные факторы. активность которых регулируслся в значительной стенени па уровис 
зожализацин в клетке. МАКК могут регулировать транскрипцию. фосфорилируя ингибиторы 
Фажторов транскрипции. В случае МЕ-КВ как раз и осушеслвлястся нодобная регуляция. МЕ-КВ 
находится в цитоплазме в виде комнлекса с одним из членов семейства ингибиторных ослков 
АВ и удерживается в цитоилазме этим ингибитором за счст белок-белковых взанмодействий. 
Роль ингибитора состоит в том. что он маскирует сигнал ядерной локализайини фактора. Инги- 
бытор фФосфопилирован, но при получении сигнала он фосфорилирустся интенсивнее и затем 
зегралирует. Неизвестно, какие именно из киназ осушествляют фосфорилирование в ответ на 
янехљеточные сигиалы. Положение осложияегся тем, что есть несколько ролствениых ингиби- 
пэров и, возможно. разные ипгибиторы фосфорилируются разными киназами. По как бы там 
на было, фактор МЕ-КВ освобождается и направляется в ядро. гле взаимодействует со сисии- 
Фическими послеловательностями в регуляторных участках генов и активирует транскрипцию 
арезеленных групп генов. 
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УЕ-кВ является важным фактором пролиферании и перелачи сигналов пролиферапии при 
воспалении и реакниях острой фазы. ЖВ-легралация и МЕР-кВ-активация также могут быть 
вызваны кислородным голоданием. 

Химически парушенная передача сигнала с антипролиферативным хрфектом. Падение интен- 
сивности сигнала иролиферации (последовательность: ингибирование КаГ белков — уменыпенне 
деградации 1КВ — угнетение процесса связывания МЕ-КВ с ДНК — снижение интенсивности 
синтеза белка с- Мус мРИК), возникающего после нопрежления клеток, ставит пол угрозу про- 
цесс регенерании (рис. 3-9). Нарушение регуляции митогениого сигнала — путь к апоптозу. 

Нарушение регуяяции синтеза внеклеточных сигнальных веществ. Гормоны передней доли 
гипофиза активируют леление и иролиферацию клеток в эндокринных железах. Снижение 
урония секреции гормонов гипофиза приводит к разничию дегспсративных процессов в пери- 
ферических железах и апоптозу. 

Нарушение регуляции клеточной активности. Токсиканты могут изменять функции специа- 
лнзированных клеток путем нарушения любого этапа перелачи сигнала. 

Нарушение регуляции процессов передачи сигналов в электрически активных клетках. Многие 
кеснобиотнки влияют на деятельность нейронов, клеток скелстной и сердечной мускулатуры. 
Нейротрансмиттеры (нейромсдтаторы) — химические соелинения, которые служат средством 
нерелачи информации от исйрона к другим клеткам: лругому нейрону, мышечной клсткс, 
клетке железы или лруғим вилам клеток. Содержание ниформании. передаваемой нейротранс- 
миттером. различно. Это может быть управляющая информация. информания о состоянии 
объекта управления, информания о резульгатах управления. Все виды ниформании псобхо- 
димы аля структурно-функиионаяьной организании элементов субклеточных систем. клеток, 
тканей. органов. систем органов. Химическне агенты. ваняющие па процессы иередачи нервно- 
мышечного нмпульса, прелставлены в табл. 3-1. Токсиканты мозуг изменять кописитрацию 
нейротрансмиттеров. нарушать функиии рецепторов, поврежлать пропессы виутриклеточной 
перелачи сигналов. Некоторые вещества способны изменять содержание нейротрапемиттеров 
н синапсах, вмениваясь в пропессы их синтеза, хранения. экскрении и элиминации. Токси- 
канты воздействиют на рецпенторы как агонисты (вешества. нмитирующие действие нейро- 
гранемнттісра). антагонисты (вещества, препятствующие активации рецепторов), активаторы 
или ингибиторы (последние два вила возлействуют на участки ренсптора. удаленные от зоны 
связыпания с лигандом). Агонисты и активаторы подражают физиологическому действию эн- 
погенных жиганлов, а зитагонисты олокнруют его. Многие вещества изменяют исйрональную 
и/или мышечную активность за счет возлействия на пропессы перелачи сигнала. Некоторые 
токсиканты способиы активировать (ннактивировать) потениналзависнмые натриевые каналы 
(см. табл. 3-1). 

Сигнал в клетке формируется за счет изменения тока катионов: улаление их посрелством 
ионных каналов или транспортеров приводит к терминации сигнала. Ингибирование ионных 
каналов и траиспортеров может продлевать эффекты вешеств. Токсиканты могут нарушать 
нропесс зерминации сигнала. 

Многис нзученные механизмы рсгулянии реализуются и в слабовозбулимых клетках (экзо- 
кринных железах. клетках Купера. В-клетках поджелулочной железы). Повреждение механнз- 
мов регуляции в таких клетках мало влняет из функнии органов. 

Повреждение процессов внутриклеточного жизнеобеспечения: механизмы токсической клеточ- 
ной смерти. Для выживания все клетки должны синтезировать эндогенные молекулы, собирать 
макромолекулярные комплексы, мембраны и клегочные органеллы, поддерживать постоянство 
внутренней срелы. производить энергию. Агенты. поврежлаюшие эти процессы, ставят под угрозу 
само сушествование клетки. Сушествуют 3 механизма инициирования клеточной смерти — ис- 
тощение запасов АТФ. устойчивое повышение концентраини ионов кальция н избыточная 
пролукпия АФК (ВОЗ. 

Истощение запасов АТФ. АТФ играст иситральную роль в жизисобссиечении клетки, ис- 
пользуется и как субстраг для биосинтеза, и как главный источник энергии. АТФ исобхолим 
для синтеза нуклеиновых кислот. процесса мышечных сокрашений. энергетического обесне- 
чения и деления клеток. АТФ осуществляст леятельность ионных транспоптеров. Химическая 
энергия высвобожластся ирин гилролизе АТФ ло АДФ или АМФ. АДФ рефосфорилируется в 
митохонлриях АТФ-синтстазой. 
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Многие токсикангы нарушают этот процесс. называемый окнслительным фосфорилиро- 
взнием (табл. 3-2). Вещества класса А вмешиваются в процесс транспорта ионов волорола 
по неии перелачи электронов. Вешества класса Б блокируют передачу электронов к атомам 
кислорода. Класс В — ингибиторы транспорта кислорода к послелнему в цепи переносчику 
электронов — цитохромоксилазе. Класс Г — ингибигоры АТФ-синтстазы. ключевого фермен- 
та окислительного фосфорилирования. Синтез АТФ можст ингибироваться в случае прямого 
ингибирования АТФ-синтетазы. нарушения лоставки неорганического фосфата АДФ. прскра- 
шения потока протонов. Класс Д — вешсества. разрушающие митохондриальную ДНК. 


Таблица 3-2. Химические агенты. нарушающие процесс синтеза АТФ 


Химические агенты 


Влкяпие на процесс сиптезя АТФ 


А. Ингибиторы процессов транспорта 
протоноя по ЦПЭ 


Арсениты, дихлорвинилиистеин. 
п-бензохинон. 4-нентаеновая кислота. фтораиегат. малонат. 
этанол. пентахлорбутадиенилиистсин. пероксид воцорола 
Б. Ингибиторы транспорта электронов 'Амитал. циапиды. сероводорол. азилы. формиаты. МО’. 
по ПИЭ фосфин. паракват. миксотиазол. лнинтроанилиновые и лдн- 
1 фенилэфирные гербициды, СС}, доксорубицин 
у 
В. Ингибиторы транспорта кислорола но ! Депрессанты. конвульсанты, алкалоилы спорыньи, кокаин, 
иПЭ угириын газ. метгемоглобинообразователи 
Г. Ингибиторы фосфорилирования АЛФ |ДДТ. своболные жирные кислоты, амиоллрон. валиноми- 
пин. граминилии. кальнимицин. салинилагы. тнолназоль- 
ные гепбниилы 


Д Химические агенты, новрежлаюшис | Противонирусные препараты. этанол (ири хроническом 
митохондрнальную ДИК и нарушающие |отравленин) 
троцесс траискрииции 


Примечание. ЦИЭ — цепь переноса электронов (перелосчиков). 


Повышение уровня внутриклеточного кальция. Плазменная мембрана нспроницасма для ио- 
нов кальция. Коннентраиия кальция регулируется активностью транспортных систем. С их 
помошью ионы кальция перекачиваются в эндоплазматический ретикулум (см. гл. 4) и мито- 
хондрни. 

Токсиканты увеличивают уровень цитоиплазматического кальпия путем усиления потока 
кальция внутрь клетки и/или ослабления потока из клетки. Открытие лиганл- или потении- 
алзависимых калышевых каналов или повреждение плазменной мембраны приводит к тому. 
что в клетку по гралиенту концентрации из внеклеточного пространства устремляется кальций. 
Увеличение уровня может происходить также при выкачивании кальция из эилоилазмати- 
ческого ретикулума и митохоплрий. Повышенное солержание кальция оказывает токсическое 
љействие на клетку — проявляющееся истощением энергетических запасов (ингибирование 
АТФазы), лисфуикцией микрофиламентов и микронитей (цитоскелег). активацией гидролити- 
ческих ферментов и генерацией АФК. 

Из-за высокого уровня пцитонлазматического кальция усиливастся поток ионов виутрь 
митохонлрий. В результате отрицательный потенииал мембраны митохонлрий исчезает. что 
приволит к остановке происсса синтеза АТФ. Кроме того. химические агенты. окисляюшис 
\АОН. активируют транспортер. выкачивающий кальций из матрикса. Повышенный уровень 
иитоплазматического кальция поврежлает микрофиламенты. Происходит разрушение акгино- 
вых нитей. От них отаеляются нити а-актинина и фоарина. ответственные за прикрепление 
микрофиламентов к плазменной мембране. В результате в мембране появляются разрывы. 
Высокий уровень ионов кальция приводит к активации гидролитических ферментов. разру- 
шающих белки. фосфолиниды и нукленновые кислоты. В частности, кальпийактивируемые 
нейтральные протеазы разрушают встроенные мембранные белки. Неизбирательния зктивапия 
фосфолниаз ионами кальция приволит к новреждению клеточной мембраны, одновременно 
происходит образование летергентов из фосфолипидов. Активация Са?^, Мр?' -зависимых эн- 
юнуклеаз вызывает фрагментацию хроматина. 
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Многие ксепобиотики способны генерировать актинные формы кислорода и азога (см. рис. 3-5). 
Кальций активирует дегилрогеназы цитратного цикла. повышается скорость переноса электро- 
нов. в результате чего увеличивается количество О; и Н.О,. Активация МО-синтазы приводит 
к синтезу ОМОО . 

Последствия нарушений метаболизма. Описанные ранее механизмы повреждения клеточных 
структур могут взаимолействовать друг с другом и усиливаться. 

• Истощение клеточных запасов АТФ приводит к остановке работы ионных насосов клеточной 
мембраны и энаоплазмагического ретикулума. что вызываст повышение уровия ионов каль- 
ция. Усилинаегся ноток кальция в митохондрии — исчезает разность потенииалов — бло- 
кируется ситез АТФ. 

• Гиперкальниемия облегчает образование АФК. что в свою очередь инактивируст кальшиеные 
насосы, тем самым усилипая гниеркальциемию. 

• АФК также могут истощать запасы АТФ. №О` — катион питрония (произиюлное МО’) инак- 
гивируст глиперальлегид-3-фосфатясгидрогсназу, ухудшает гликолиз, необратимо ингиби- 
рует часть компонентов цепи переноса электронов. 

® Кроме лого. ОМОО может стимулировать олиночиые разрывы непей ДНК. актинируя полн- 
АДФ-рибозополимеразу (РАВР). Этот фермент многократно нереносит АДФ-рибозу с НАД* 
на ядерные белки. В результате уменьшается количество НАД‘, необходимое для сингеза 
АТФ. Для ресинтеза НАД’ исобходим АТФ. Недостаток НАД приводит к позенцированию 
действия ОМОО на ДНК. 

Нарушение митохондриальных процессов. Некроз. Приток ионов кальция в митохонлрию сни- 
жает абсолютное зпачение мсмбраиного нотеиниала митохонлрий. вызывает генерацию АФК. 
разобшение метаболических пронессов. регресс синтеза АТФ. Все эти факторы приводят к 
увеличению проницаемости пнутреиней мембраны митохондрий (ло размеров частиц 1500 Д). 
Такие измеисния обеспечивают переход протонов в матрикс митохонлрии, полностью устра- 
няя мембранный нотенциал. Поврежденная митохоцлрия уже ие способна синтезировать АТФ. 
Но леполяризация мембр:ни реверсируст АТФазу, и она начинает гилролизоязть АТФ. Проис- 
холит бессмысленная трата энергии. Теперь под угрозу ставится сам процессе гчиколнза. так 
как лля некоторых стадий необходим АТФ (гсксокиназа. фосфофруктокииаза). Тотальное ис- 
тошение энергетических запасов приводит к лизису или искрозу клетки (см. рис. 2-10). 

Другой результат повреждения митохондрий: апоптоз. Химические агситы способны вызывать 
апонтоз клеток. Некротизирующие клетки раздуваются и лопаются (лизируются), знонтизиру- 

юмшя клегка сжимается. уплотняется. ядерные и 
Повреждение цитонлазматические структуры конденсируются и 
митохондрии фрагментируются, образуя зпоптотические тельца. 
которые фағголизируются. Некроз клетки происхо- 
диг но различиым механизмам, описанным выше. 
А 24 Апоитоз происходит в определенном порядке, 
| АТФ і > ТСа” жь ТАО(М)$ включнюшем каскад рсакпий катаболизма. Ко- 
нечным этапом является пояпый распал клетки. 

1 Апоптоз схематически преастиилен на рис. 3-11. 

Чаше всего процссс гибели клетки пой действи- 
ем токсикантов связан с легралапией митохонл- 
рий. Другой нунь — выход в цитоплазму цитохрома 
с (суі с). гемсодержашего белка, когорый обычно 
находится на поверхности внугренней мембраны в 
митохоилриальном межмембранном пространстве. 
Су с — послелний компонент ЦПЭ, сго отсутст- 
вие полностью блокирует снитез АТФ. Ироисхо- 


Рие. 3-10. Схема повлежления клетки. МРТ (пиосвоп- 
Опа! регтсабниу 1гапѕиюн) — нарушение пронипаемос- 
зв митохонлрнальных мембран. КО(№)5 — акливные 
Чюрмы кислоройв и/или ззота. 


АПОПТОЗ 
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лит увеличение солержания О;. и начинается пронесс некроза. Олновременио свободный сух 
с является запускаюшим фактором апоптоза (см. рис. 3-11). См с после соединения с АТФ и 
специфическим белком может стимулировать протсолитический распал белков под действием 
каспаз (пистеиновых иротсаз). Нскоторые каспазы (например, 2, 8 и 9) активируют прокаспа- 
зы. Это ведет к активации так называемых эффскторных каспаз (например. 3. би 7), которые 
расшепляют определсиные клеточные белки, активируя или инактивируя их. 

Основные пути клеточной смерти — через поврежление митохонлрий или запуск сут с — кон- 
тролируются семейством белков Вс|-2. Срели этих белков присутствуют те. которые облегчают 
протекание нроцессов клеточной смерти. например Вах, Вад и Вій, и те. которые ингибируюл 
этот процесс, например Вс!-2. Всі-хі. Соотношение антагонистических белков является «пе- 
реключателем• между жизнью и смертью. 

Проапоптические белки Вах и В являются инициаторами реакций апоптоза. Они запускл- 
ют пень реакций. ведущих к легралации структуры ДНК. через активацию мембранных рецеп- 
торов семейства Еаѕ (см. рис. 3-1). Повреждение ДИК вызывает сгабилизанию и активацию 
р53-белка, который усиливает синтез Вах-белка (проанонтотического белка). что в конечном 
счете связано с риском появления мутаций и каииерогсиеза (см. гл. 3.3). 

Апоптоз является природным механизмом зашиты. Возбуждение Раб-ренепторов может не- 
посрелственно активировать каспазы и вовлекать мичохоплрии в пронесс разрушения клегоч- 
ных структур — программа каспаззависимой активации Віа (см. рис. 3-1). 

Таким образом. апоптоз реализуется разными путями. по везде участвуют каспазы. Реали- 
зания анонтоза в каждом конкретном случае зависит от ининиирующего фактора и состояния 
клетки. 

Наличие АТФ определяет форму клеточной смерти. Мпогис ксснобиотики могут вызывать и 
апоптоз, и некроз. Апонтоз обычно инлуцируется при воздействии низких концентраций ток- 
сикантов, при высоких концентраниях развивается искроз. Исследования показали. что реша- 
юшим фактором является количество свободного АТФ. Когла повреждастся небольшая часть 
митохонлрий, они лизируются и пронссе останавливастся. Когда же происходит разрушение 
значительной части митохондрий. механизм аутолиза не срабатывает, а высвобожлающийся су! 
с запускает процесс активании каспаз и апоптоз (см. рис. 3-11). При вовлечении в процесс всех 
митохондрий запасы АТФ полностью истошаются и процесс апоптоза ие может запуститься 
(лля запуска необходима энергия). Происхолиг нитолиз. 

Этап 4 — восстановление или повреждение 

Этап 4 в развитии токсичности обусловлен неадскватным восстановлением поврежденных 
структур (см. рис. 3-3). Многие токсиканты поврежлают макромолскулы. что увеличивает мас- 
штаб альтерации и способствует развитию токсического эффекта. 

Поврежденные молекулы могут быть восстановлены различными способами, например окис- 
ление тиоловых белков или метилирование ДНК могут быть полностью устранены (см. гл. 3.3). 
После химического поврежления ДНК и перекисного окисления жиров клетка гилролитически 
улаляет поврежленную часть. В некоторых случаях поврежленная молекула полностью легра- 
дирует и необхолим повторный синтез. 

Восстановление белков. Тиольные группы необходимы лля выполнения фуипкций искоторых 
белков (см. гл. 8.5). Окисленные группы восстанавливаются энзиматически при каталитичес- 
ком участии тиоредоксина и глутарелоксина. Восстановление также может происходить при 
участии НАДФН. Восстановление окисленного гемоглобина осуществляется путем перелачи 
электронов с цитохрома 65, последний регенерирустся при участии НАДН-зависимой цитохром 
Ъ,-рслуктазы. Молекулы шаперонов (папримср. белки теплового шока) активно синтезируются 
в ответ на денатурацию белков. Они восстанавливают структуру поврежленных белков. По- 
слелние также уничтожаются протеолизом. АТФ/убихиноизависимые протсолитические снс- 
темы контролируют уровень регуляторных белков (например, р53, ІКВ. циклинов). которые 
элиминируют поврежденные внутриклеточные белки. 

Восстановление жиров. Окисленные жиры восстанавливаются в ходе сложного пронесса. 
включающего ферменты класса редуктаз, глутатионперокснлазу и глутатионредуктазу. Для ре- 
генерации редуктаз необходим НАДФН. 

Восстановление ДНК. Благодаря высокой плотности упаковки и наличию механизмов ре- 
пэрации ялерная ДИК довольно устойчива к лействию свободных раликалов и электрофилов. 
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Рис. 3-11. Пути апоптоза, инициированиые разрушением митохондрий, понрежденнем ДНК и стиму- 
ляцией Раз- или ТМ№Е (первого типа) -рсисоторов. ОҒЕ — фактор фрагментации ДНК: РАК — киназа 
локальной алгезин; РАКР — нолн-АДФ-рибозополимераза: ЗЕКВР — стерольный регулятор связывания 
белков, ТМЕ, — фактор некроза опухолей (но Стори 2., Кійаљуп С., 2003). 


Митохондриальная ДНК не имсст достаточно эффективных механизмов репарапии и потому 
болес уязвима. 

Участки ковалентных сшивок цепей ДНК ренарируются ферментами, например ДНК -фого- 
лиззой, которая вырезает сшитые УФ-излучением пиримидиновые основания. Этот хромофор- 
содержаший фермент функционирует только при освещении. Метильные группы, присоеди- 
ненные к О,-атому гуанина, удаляются О, -алкилгуанин-ДНК -алкилтрансферазой (см. гл. 3.3). 
происходит полное восстановление структуры. 
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Упаление участка ДНК состоит из двух процессов — удаления иоврежленных оснований и 
нуклеозидов. Незначительные лефекты (не нарушающие спиральную структуру) опознаются 
и устраняются относительно спепифичной ДНК-гликозилазой (гидролизуст М-гликозидные 
связи и образуст беспуриновые и беспиримидиновые участки). Эти участки распознаются эн- 
понуклеазой. которая гилролизуст фосфорно-эфирныс связи. После улалсния поврежденного 
участка структура восстанавливается ДН К-ползимсразой и ДНК-лигазой. Крупные участки упа- 
ляются АТФ-зависимой нуклеазой. Этот фермент распознает искаженные участки и вырезает 
сво вместе с частью нсповрежленных нуклеотилов (с обеих сторон от новрежленного участка). 
Вырезанный участок ДНК восстанавливается путем вставок нуклеотилов ДНК-полимеразами 
и лигазами. Вторая нить используется как шаблон. 

РАБР. вероятно. являстся важным инструментом репарации. Этот ферменг присослинястся 
и активируется поврежленными участками ДНК. Активная РАКР гилролизуст НАД- и нсполь- 
зует освоболившуюся АДФ-рибозу для формирования па ядерных белках цепей поли-АДФ- 
рибозы. Так как АДФ-рибоза заряжена отринательно. то получающаяся испь также заряжается 
отрицательно. Цепи ДНК содержат много анионных частиц. Одноимениый зарял прияолнт к 
расхожлснию цепей ДНК и молекул ялерных белков. происходит деконленсация хроматиновой 
структуры. Этот пронесс необхолим. потому что репарации подлежат только освобожденные от 
белков и частично раскрученные цепи ДНК. 

Рекомбинанионное (пострепликацпонное) восстановление. Данный механизм срабатывает, 
если репливирустся поврежленная ДНК. Это предогвращиет синтез лефектных нитей ДНК. Ре- 
зультатом репликации являются лве лвухнепочечные цепи ДНК: одна из них содержит длинный 
пострепликационный участок во вновь синтезированной пели. другая идентична материнской 
ЛНК. Последняя нуем обмена участками (кроссовером) восстанавливаст поврежденную непь 
пругой ДИК. Такой механизм обычно встречается при сшивках пепей ДНК. 

Восстановление клеток: периферические пейроны. Восстановление нейронов — крайне мед- 
лснный процесс. Зрелые нейроны потеряли способность к делению. поэтому не происходит 
замешения поврежденных клеток здоровыми. Восстановление повреждений аксонов в перифс- 
ричсских нейронах происходит с участием макрофагов и шванновских клеток. формирующих 
мислин. Макрофаги улаляют поврежленный участок. выделяют цитокины и факторы роста, 
активируюшие шванповские клетки. на поверхности которых локализуется белок Раг-3 в мо- 
менг контакта с подлежащим миелинизации аксоном. Полярный белок Раг-3 регулирует. как 
было установлено в 2005 г.. процесс миелинизации. Клетки Шванна пролиферируют и запус- 
кают процесс восстановления нейронов. Дифференнированная клетка Шизина образует канал. 
по которому происхолит рост аксона, кроме того. она выделяет факторы роста. 

В центральной нервной системе млекопитаюших избыточное удлинение аксонов прелот- 
врашастся ингибиторными гликопротсинами н хондроитинсульфатпротеогликанами, которые 
вылеляются олиголенлропитами и астропитами. Поврежление нейронов пентральной нервной 
системы необратимо. но восстановление фуикции возможно за счет других нейронов. 

Восстановление тканей. В тканях, способных к регенерацин. дефекты устраняются некрозом 
или апоптозом и пролиферацией. 

Апоитоз является механизмом активного удаления новрежденных клегок и способом вос- 
становления структуры ткани. Клеточные органеллы уплотняются и превращаются в апопто- 
тические тельца. которыс фагоиитируются. Воспалительный пронесс не развивастся. Апоптоз 
также может прелотврашать появление новообразований, уничтожая клетки с опасными из- 
менениями в структуре ДНК. Эффективное восстановление структуры тканей и органов при 
апоптозс возможно только при замешении улалснных клсток новыми. т.с. в органах с высокой 
пролиферативной активностью (костный мозг. лыхательный эпителий. эпителий желудочно- 
кишечного тракта. эпидермис) или с относительно высокой активностью (клетки печеночной 
и почечной паренхимы). Восстановления же лругих тканей (нейроны, карлиомиоциты, яйцек- 
летки) не происхолит в связи с потерей способности к делению. 

Пролиферация: регенерация тканей. Ткани состоят из различных клеток и внеклеточного 
матрикса. Прикрепление клеток друг к лругу обеспечивают кадгерины — семейство трансмем- 
бранных кальцийзависимых гликопротсинов. осуществляющих адгезивные межклеточные кон- 
такты. Коинексины — нестабильные белки. живущие несколько часов. заполняют пространс- 
тво межлу клетками. Интегрины — поверхностные гетеродимерные белки связывают клетки 


128 Глава 3 


с пнеклеточным матриксом. Поэтому при восстановлении поврежденных тканей происходят 
регенерании клеток и компонеитов внеклеточного матрикса, а также реиитеграния новых клс- 
ток в ткани и органы. 

Замена клеток. Почти сразу после поврежления клеток соселние с ними клетки начина- 
ют делиться. Покоящиеся клетки (фаза Сб) переходят в фазу Оі. Начинается процесс мито- 
за. 3 леляшихся клетках происходиг изменение экспрессии генов. Увеличивается экспрессия 
прелрлпних генов. колнруюших факторы транскриннии. Послелние также активируют экс- 
прессию некоторых генов. Через несколько часов экспрессируюлся позлиие гены. колирующие 
белки-регуляторы клеточного цикла. Преоблалаютими процессами клетки становятся синтез 
ДНК и митоз. 

Регенерагивный процесс запускается особыми вешествами. вылелясмыми поврежленными 
клетками. Макрофаги. энлотелий чувствительны к этим сигиалам и выделяют свои сигналь- 
ные молекулы. иниииирующие регенерацию. Фактор некроза опухолей а (ФНО, или ТМЕ ) и 
нитерлейкин В (ИЛ-В) способствуют активации покояшихся клеток, далее эти клетки под вли- 
ннисм тепатонит-растового фактора (НОР) и трансформируюшсго постового фактора алыра 
(ТОЕ-а) переходят к фазе митоза. 

Кроме митоза, восстановление ткани возможно за счет миграпии клеток. В слизистой обо- 
лочке желулочно-кишечного гракта этот процесс происходит быстрес. чем рост новых клеток. 
Восстановление слизистой оболочки управляется факторами роста и цитокинами. 

Восстановление висклеточного матрикса. Внсклеточиый матрикс состоиг из белков, глико- 
заминогликанов, гликопротеинов и протеогликанов. Активация покояшихся звезлчатых клеток 
происходит пол влиянием тромбоцитарного ростового фактора (РОС Р) и трансформирующего 
ростового фактора бета (ТОЕ-В). которые вылеляются при разрушении тромбоцитов. Про- 
лиферация звездчатых клеток вызывается сильным митогеном РОСЕ, в то время как ТОЕ- 
вызываст усиление синтеза звсзачатыми клетками эяемеитов ансклеточиого мзтрикса (коллл- 
генов. фибронсктииз. тенаснипа, протеогликанов). 

Побочные реакнии при новрежлении тканей. Макрофаги и зилотелионпиты вылеляют болытое 
количество вешеств. среди которых БОФ. приводящие к развитию воспаления и лихорадки. В от- 
вет на поврежление тканей макрофаги вылеляют шилокины (ФНОа. ИЛ-1). нарушающие пропес- 
сы микроциркуляции и способсчвующие развитию воспаления. Цитокины стимулируют ближай- 
щие стромальные клетки (энлотелиоциты, фибробласты). которые начинают выделять мелнаторы, 
расслабляюшие микрокапилляры и вызывающие увсличение прониилемости сосудистой стенки. 
Акгивированиые энлотелиошны облегчают персход лейкоцитов в понрежленные ткани (под дейс- 
пизем хемоаттрактантов и молекул клеточной адгезии). Алгезия лейкоцитов к эндотелиальиым 
клеткам обеспечивастся внутриклеточными молскулами адгезии (КАМ-П). Посас фазы алгезии 
происходит выхол лейкоцитов через сосудистую стенку в ткани. Он облегчается разностью кон- 
пентраинй хомоаттрактантов. усиливаюших снитез в лейкоцитах интегрииов. Хемоаттрактантами 
янляются хемотаксические интокипы (хсмокины) — производные липидов. например тромбоцит- 
активируюший фактор (РАР) и лейкотриен В4 (1_7В4). Клетка любого типа, находящаяся вблизи 
места повреждения, выделяет ІСАМ - І, которые вызывают выход лейкопитов в ткани. Лейкопиты 
синтезируюг мелиаторы. способствующие развитию воспалительного процесса. 

В происсее воспаления генерируются активные формы кислорола и азота. В поврежденных 
тканях макрофаги иницинруют процесс, называемый кислоролным взрывом. Это вылеление 
большого количества свободных раликалов и активных ферментов. Мембранная НАДФН-ок- 
силаза после активапии макрофагами и/или гранулоцитами также пролунирует свободные ра- 
дикалы, например супероксид-анион-раликая, который затем превращается в гпилроксил-рали- 
кал. Цитотоксичный своболный раликал — МО` — макрофаги сиитезируюг путем окисления 
зргипина синтазой-МО. Далее раликалы реагируют лруг с другом (см. рис. 3-5} и образуют лру- 
гие свободные радикалы — МО.` и СО;. Гранулоииты вылеляют во внеклеточное пространство 
миелонероксилазу. катализируюшую образование НОС! из пероксила волорола и хлорил-нонз. 
НОСІ при взаимодействии с Ре?” или о; образует гилроксид-раликал. Все свободные радикалы 
усиливают воспалснис, одновременно препятствуя микробному заражению. 

Синтез вльтерируюших (повреждающих) белков: белки острой фазы. Цитокины макрофагов 
н эндотелионитов — ИЛ-6, ИЛ-1. ФНОц, действуя на мембранные реиситоры, усиливают экс- 
прессию генов. колирующих БОФ (положительные и отрицательные). 
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Положительные БОФ способствуют уменынению повреждения тканей и запускают про- 
пессы регенсрации. Одиим из способов их действия является нигибирование лизосомалыних 
ферментон. 

Отрипательпыми БОФ являются альбумин. траистиретии. транеферрии. пскогорые формы 
питохрома Р450 и глутатион-$-трансферазы. Эти белки играюг важиую роль в детоксикапии, 
з иногда и усилении токсичности ксенобиотиков, поэтому они влияют на концентрацию и 
опрелеляют место накопления химических агентов в острую фазу. 

Гсисрализованные реакиии. Цитокииы активированных макрофагов и энлотелионитов из- 
меняют нейрогормональный статус. ИЛ-1. ФНОа и ИЛ-6 лействуют на температурный центр 
в гипоталамусе. Одновременно ИЛ-Ги ИЛ-6 усиливают продукнию АКТГ, стимулируюисго 
кыхол кортизола из панпочечников. Обеспечиваегся и обратная связь — кортизол ингибирует 
синтез нитокинов. 

Системы восстановления иногла ие способны выявить повреждение. Регенераиии не будет. 
гсли поврежлаются кофакторы и фермеигы системы восстановления. ачакже при ковалентиом 
связывании ксенобиотиков с белками. 

Возможен случай. когла системы восстановления усиливают токсический эффект. напри- 
мер истошение запасов НАД’ под действием РЛКР при восстановлении ДНК. расходование 
НАДФН на восстановление окисленных белков. Из-за истощения запасов лоноров электронов 

ол мрозу ставится процесс енилеза АТФ. При нскоптролирусмой пролиферапии также воз- 
можно усиленис токсического эффекта. что может привсети к повообразованиям и фиброзу. 

Токсичность — следствие отсутствия регенерании. Отсутствие или неэффекчивность пропес- 
ооа регемерании может встречаться на вссх уровиях (молекулярном. клсточпом, ткансвом). 

Некроз тканей. Повреждение клеток заканчивается клеточной смертью при нсэффсктив- 
ности процессов восстановления или необратимости повреждений. Развитие некроза могут 
жтановить два механизма: апонтоз и пролиферация. Апоптоз прелотвращаег воспаление. Про- 
тиферация запускастся вскорс после поврежления ткани. Этот процесс способствует восста- 
вовлению структуры и функций ткани. Чувствительность ткансй к повреждающим факторам 
и способность к воссимювлению изменяются во времени и определяют выживание клеток. 
Эёхфективность репарации также зависит от концентрации токсиканта. но не только потому. 
что токсикант вызывает сильное поврежленис клеток, но и из-за нарушения самих механизмов 
восстановления. Некроз происходиг при неэффективности механизмов восстановления кле- 
ток. отсутствии апоптоза и митоза. 

Фиброз — патологический процесс. характеризующийся чрезмерным образованием межкле- 
точного матрикса нспормального состава. Как уже было сказано. поврежление клеток запускает 
процессы пролиферации и ресинтеза компонентов межклеточного матрикса. Если последний 
проиесс по каким-ю причинам ие останавливается, то развивается фиброз. Главным факторов 
Биброгенеза являстся ТОЕ-В. Повышенное образование этого всшества в острую фазу — нор- 
мальный ответ на повреждение ткапсй. Его синтез прекрашастся по завершении происссов ре- 
генерации. Фиброзная активность ТО РГ-В обусловлена стимуляцией синтеза и ингибированием 
зжтралации компонентов межклеточиого матрикса. В процессе фиброза происхолит изменение 
состава межклеточного матрикса. Непропорционально увеличено количество коллагенов и ла- 
минина — алгсзивного гликопротеина. полниситилные цепи которого ассоциировамы в форме 
симметричного креста н удерживаются вместе лисульфидными связями. 

Кониерогенез. Химические каниесрогены нарушают процессы репарации ДИК, апоптоза н 
терминации клеточной пролиферации. 

Повреждение ренарации ДНК: муғацин. Химические и физические факторы могут вызы- 
вать неопластическую трансформанию клеток генотоксическими и негенотоксическими мсха- 
эизмами. Химические агенты. действующие на ДНК. вызывают образование алдуктов. окснле- 
аве. сшивки цепей. Если эти повреждения не устраняются. появляются мутации и новые цепи 
ДНК уже булут отличаться от материнских. Наиболее неблагоприятная ситуация — экспрессия 
зоврежаснными генами белков-регуляторов клеточного деления. Такие клеткн способны к 
сверхнормальному росту н вытесняют злоровые структуры. Результатом является образование 
опухоли. 

Мутации в протоонкогснах. Протооикогены — гены. кодируюшис белки-регуляторы кле- 
точного цикла. Они включают факторы роста. репспторы к факторам роста, внутриклеточные 
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системы передачи сигнала (С-бслки. протеникиназы, циклины. пиклиизависимые протеиикн- 
низы) и факторы транскринции. Перчодическое увеличение экспрессии этих генов необходимо 
лля обеспечения клеточного цикла. Постоянное усиление активности протооикогенов вызыва- 
ег неоплазию. Генотоксический механизм — изменение структуры протооикогенов. Повреж- 
денный гси (онкоген) запускает процесс усиленного сиитеза белков-регуляторов. Примером 
мутапионной активации онкогенных белков могут служить Ках-ослки. Они расположены на 
внугренией новерхности клеточной мембраны и в их функиии входиг синтез трансмиччеров в 
ответ па действие реценторов факторов роста (см. рис. 3-9). Ваз — молекулярный «переключа- 
тель», активный в ГТФ-форме и псактивный в ГДФ-форме. Некоторые мутации колирующего 
его тена приводят к снижению активности ГТФазы. Белок более прололжительное время ос- 
гастся в форме ГТФ. Постоянный синтез медиаторов принодит к неконтролируемой прояифе- 
рацин и трапсформацни. 

Мутации в опухольподавляюших генах. Эти гены кодируют белки. замедляющие все фазы 
клеточного цикла, — ингибиторы пиклинзависимых протеинкиназ. факторов транскриниии. 
Геи р53 кодирует белок массой 53 000 Д. Он активирует эксирессию гепов. коанрующих вещес- 
тва-ингибиторы клеточного цикла. Одновременно он нровоцируст зпонтоз (бяокала антианоп- 
тогических факторов и активация проаноптотических). Поврежденне ДИК и неисправимые 
мутации стабилизируют белок р53. Происходит его накопление. замедляется клеточный цикл. 
облегчается репарация или запускается апойтоз. 

Взаимодействие протооикогенов и онухольподавяяющих генов в процессе канцерогенеза. 
Наконление мутаций протоонкогенов и опухольнодавляющих генов — основной механизм 
злокачественной трансформации клеток. Так как жизнь клеток регулируется равновссием ми- 
тоза и апонтоза. то любые изменения в генетической программе могут привести к смещению 
этого равновесия. Облегчение процессав анонтоза пренятствуег развитию опухоли и наоборот. 
Усилсиная митотическая активность провопирует канцерогенез но трем причинам. 

• Увсличивастся вероятность мутаций. При сокрашении длительности фаз клеточного цикла 
уменьшается время. достаточное для ренарации. 

• Избыточный синтез протоопкогенных белков увеличивает вероятность их связывания с 
онкогенными белками. облегчая тем самым неопластическую трансформацию. Клетка на 
ранних этапах развития опухоли в период многоклональной гнперплазии под воздействием 
неких генетических или других факторов приобретает повышениую активность метилтранс- 
феразы, что при дальнейшем развигии клонов в опухоли выражается в гпимерметнлирова- 
нии. Это приволиг к транскрипционной инакгивации и тенстической нестабильности силь- 
но метилироваиных участков ДНК. Данные изменения закрепляются и развиваются при 
дальнейшей прогрессии опухоли. Следующие последовательные события разбалансировки 
метилирования приводят к полавленню транскрииции генов или потере их функиий через 
разрушение целостности хромосом. их повреждение и потерю аллелей. 

= Клеточные взаимодействия в процессе пролиферании временно ирекрашаются. Это ириво- 
дит к инвазивному росту опухолевых клеток. 

Заключение 
® Взаимодействие токсикаита с эндогенными молекулами-мишенями может вызвать наруше- 

ния функции клеток и/или структур или заиустить механизмы восстановления па молеку- 

ляриом. клеточном и/или ткансвом уровнях. 

• Селеқтивное связыванис токсикаита с рспеторами одного типа характерно для небольшого 
числа высокотоксичных агентов (например, нскоторыс фосфорорганические сосдинсния. 
ботулотоксин, аманитин). 

* Чаще токсиканг имеет сродство к нескольким реценторам. взаимодействие с которыми и 
приводит к формированнно опрелеленного биологического эффекта. 

• Биогрансформация. приводящая к образованию токсичных веществ, называется токсикаци- 
ей или метаболической активацией. 

» Биогрансформапия. приводящая к элиминации токсиканта или предотвращение сго обра- 
зования 1п \1уо. называется детоксикаией. 

• Апонтоз. или запрограммироваиная клеточная смерть, — жестко контролируемый. процесс 
фрагментации и фагоцитоза клеток макрофагами (в основном} без развития воспалительной 
реакции. 
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• Повышениое солержание внутриклеточного кальция опасно. опо может приводить к ис- 
тошению энергетических запасов (ингибирование АТФазы. участвуюшей в окислительном 
фосфорилировании). лисфуикнии микрофиламентов. активании гилролитических фермен- 
тов и генераиии активных форм кислорола и азота. 

• Повреждение клетки всдет к се некрозу. если молекулярные механизмы восстановления 
неэффективны нли молскулярное новреждение псобратимо. 

• Химический карцепогсиез включает в себя нелостаточность фупкинӣ различных ренаратив- 
ных механизмов (сбой рспарапим ДНК. нарушение регуляции апоптоза и сбой процессов 
завершения пролиферании). 


3.3. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ТОКСИКОЛОГИЕЙ И ГЕНОМИКОЙ. 
ГЕННЫЙ ПОЛИМОРФИЗМ. МЕТАБОЛОМИКА И МЕТАБОНОМИКА 


Плоть человека — евнток. на котором 
отмечены все латы бытия. 
Максимилиан Волошин 


Природа проста и не роскошествует 
излишиимн причинами. 
И. Ньютон 


Молификация генетического материала человека химическими или физическими агентами 
(например. ралиацисй) представляет одно из наиболее серьезных последствий их воздействия. 
Олиако число агентов или процессов, которые известны как приволящис к таким изменениям. 
достаточно ограничено. 

Генстичсская токенкология опениваст результаты воздействия различных факторов как на 
ДИК, так и на генетические пронессы в живых клсгках н организмах. Под тснотокснчностью 
следует понимать способность химических, физических и биологических факторов оказывать 
поврежлаюшес действие на генстические структуры организма. Малая часті, последовательнос- 
тн ДНК копируется в протеинколируемую РНК. Колируемая последовательность основных 
пар называется экзон. пекодируемая послеловательность основных пар — нитрон. Большинс- 
тво токсикацгов оказывают неблагоприятиое воздействие, прямым или косвениым путем па- 
рушаюшес нормальные процессы передачи сигналов в клетке. Считается. что ксенобиотики 
инициируют послеловательность собыгий, которые начинаются с рецептора. слерживающего/ 
активизируюшего генную и протеиновую экспрессию. Экспрессия гена — активизаиня транс- 
крипции гена, в пропессе которой на смысловой иити ДНК синтезируется мРНК. Поскольку 
мРНК — прелшесгвенники ферментов, измерение их относительного солержания в образцах 
ткани или клеток. подверженных действию токсиканта. показывает потенциальное вовлеченне 
генов в этнологию токсичности. Это не новая мысль. оанако. согласно гипотезе. основан- 
ной на многочисленных исслелованиях и наблюдениях. полагают. что механизмы стрессовых 
факторов преашествуюг возможиому повреждению генов. Потенциальные мутагсны можно 
разделить на физические, биологические химические агенты. Многие характеристики иилу- 
цированной излучением мутации считаются схожими с таковыми химически иплунировапной 
мутации. Исследователи выявили химические мугагены в 10 классах сослинений. включая аро- 
матические пиклы, эфиры, галогенированные алифатические и ароматические углеводоролы, 
нитрозамины. некоторые исствиилы, эфиры фталсвой кислоты. некоторые фенолы. некоторые 
полихлорированныс лифсиилы и ароматические полипиклы. Первые работы в области хими- 
ческого мутагенеза относятся к началу 30-х годов ХХ века. когла была открыта мугагенная 
активность йола и аммиака (В.В. Сахаров н М.Е. Лобашев). алкалонла колхицина (А. Оизип). 
В 1946 г. независимо друг от пруга И.А. Рапопорт и Ш. Ауэрбах сообщили о способности фор- 
мальдегила и иприта индупировать частоту мугииий. соноставимую по величине с действнем 
понизируюшей ралнании. Ввелсние в исслеловательскую и аналитическую работу микронабора 
ДНК. способного измерять уровень экспрессии в тысячах генов олновременно (1990). прнисс- 
ло новую революциониую информапию. Как микроанализ ДНК может помочь гоксикологии? 
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Развитие вредного эффекта Образеп экспрессии генов является уникальным 
2 Окружающая среда но выявлению конкретных топов новрежлений по 
| Р. сравнению с установяением или измерением ели- 
№ Связывающий рецептор ничного фермента или метаболита (схема 3-3). чак 
| в Раннев как сояержание мелаболитюв и активность фер- 
Генная экспрессия ——-®( детектирование ) ментов могут быть изменены поя ванянием мно- 
К Воран 9 алаи гих факторов (см. гл. 4). | 

протеина Измерение генной экспрессии направлено на 
П увеличение чувствительности и специфичности 

Развитие повреждения зиагиостических исслелований (рис. 3-12) 
у Олнако повышение чувствительности теста не 
е е = Пожнев должно навредить чаиненту. Так. некоторые из- 
у ГА гу детаитирование менения в экспрессии генов не означают проявле- 
Стадия забойевания пня неблагоприятных ирфектов. Озветствеиность 


зи оценку тениой экспрессии лежит на ученом, 
Схема 3-3. Опрелеление экспресени генов как который лолжен учитывать лругие дополнитель- 
зизгностический н прогиостический ест. пье длиные для получения наиболее алекиатио- 

го вынола из исслелований. Для однозначной 

оценки повреждений органов при клинических 
испытаниях новых лекарствеиных срелсти перелко назникаег необходимость в применении 
аттернативных методик. Например. высокая активность зланинамнногранеферазы (АЛТ) и 
аспартатаминотрансферазы (АСТ) считается признаком гепатоцеллюляриото повреждения. 
АЛТ преиммисственио находится в клетках печени. поэтому изменспие ее активности более 
сненифично лля заболеваний печенн. АСТ присутствуст в серлие. скелетных мышцах. мозге. 
почках. печени. а уровень активностн и АЛТ. и АСТ. как известно. повышается при инфар- 
кте мнокарла. сердечных нарушениях. мышечных заболенаниях. заболеваниях нентральной 
нервной системы и других расстройствах. Количествениая оценка имеет малую прогности- 
ческую ценность и не всегла соотнетствуег степени понрежления печени (см. гл. 2.4.2). При 
дстектировании токсических эффектов эти маркеры несиеснифичны и могут изменяться пол 
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Рис. 3-12. Гены-ағрессоры генома человека. втияюшне на развитие различных патологических состояний 
(Е.С. Северин и соавт.. 2004). 
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действием других факторов, ис относящихся к повреждению печени. Результаты генетических 
исследований являются наиболее чувствительными и спенифичными диагностическими и про- 
гпостическими тестами. 

Механизм токсичности ряда ксенобиотиков неизвестен. Высокоспспифичные изменения 
экспрессии гспов номогают устаповить механизм токсичности химического агента. например, 
носледоватсльность передачи сигнала (см.выше) или причины ингибирования ферментных 
систем (см. гл. $). что в дальнейшем ласг возможность определить эффективные биомаркеры. 
предупредить лекарственные взапмолействия, предвидеть нобочные эффекты (см. гл. 1 и 4). 

Соотношение экспрессии генов и фенотипа 

Совокупность параметров экспрессии тенов часто говорит о состоянии соответствующего 
органа. Фепотин может быть определен с помошью клинических исследований, функциональ- 
ных тестов. измерения компонентов сыворотки крови и гистологической оцсики. Связывание 
генной экснрессии с полобными изменениями — ключ к поиску бномаркеров токсических 
э]кректов и формирование возможной гипогезы относительно механизма лейстпия токсикан га. 
Прежде чем пытаться установить соотношение изменений эксирсссии генов и фенотина, исоб- 
холимо разобраться в физиологии органов (см. гл. 2). Например. почка — это частая мишень 
для токсикаитов окружающей среды и определенных классов лекарственных соелинений. Вос- 
приимчивость почки к повреждению снязана с се уникальным анатомическим строением и фи- 
зиологическими функциями. Клетки проксимальноғо канальца реабсорбируют большинстно 
попов воды ( Ма’, Са 2°, К>. СГ. НСО... РО.) и различных метаболитов. В табл. 3-3 привсдены 
иримеры вешеств. проявляющих токсическое действие на почку (полробнее, см. гл. 2). 


Таблииа 3-3. Примеры вешеств, проявляющих токсическое действие на почку 


Металлы Галогено- == Прнродпые —  Аналгетнки — Антибнотики — Другие 
’ произволные | токсины · лекарственные 
углеволоролов ‚препараты 

‘ — — + + + - — —- -—— -—-—— 

Кадмий Бромбензол Охратоксин А  Аистоаминофе- | Гентаминин Цисплатий 
ТЕТ 

Ртуть Тстрахлорметан Фумонизии НВ Митомиции 
Свинсн Хлорофюрм Цитрин Циклоспории 


я Псстеронлные протпвоноснали льне препариты 


Представленныс токсиканты имсют различную химическую природу. По-видимому, за про- 
явление почечной токсичности отвечает не только структурная особенность молекулы ксе- 
нобиотика. Для оценки изменений гсиной эксирессии. которые происходяг пол влиянием 
классических почечиых токсикантов, были провелены токсикогенетические исслелования. Из- 
вестно. что мишенью нисплатина — цис-дихлородиамин платины (1) —(СІ5) и охратоксина А 
(ОТА) является сегмеит проксимального канальца 53. СіЅ токсичен для прелетавителей всех 
биологических вилов и без ферментагивной активании преобразовывается в предельно токсич- 
ную форму. С15 имеет изомерную транс-конфигурапию, которая называется «трансплатин» и 
не является токсичной. Токсичность С15 может выявляться несколькими способами. включа- 
юшими измерение креатинина плазмы, мочевины крови и т.д. 

ОТА — токсин. выделенный из особых вилов грибов. включающих АзрегюШих осйгаеи$ и 
РегисИПит уеггисохит. которые присутствуют во множестве различных пролуктов и напитков. 
таких как зерновые, орехи. снении. кофе и красное вино (см. гл. П). Подобно СІЅ. ОТА вызы- 
взег понрежление проксимального канальна почки в сегменте 53. Проволили независимые ис- 
слелования генной экспрессии в почке. на которую возлействовали токсическими дозами С 
и ОТА. При этом наблюдали почти одинаковые гистопатологические изменения, включающие 
некроз $3-клеток проксимального канальца и рассеянный апоптоз. Оба соединения накапли- 
вались в определенной области проксимального канальна. В этих исследованиях гистологичес- 
кая оценка явилась отправной точкой проверки взаимосвязи нараметров генной экснрессии и 
морфологических поврежлений. Анализировали гены крыс. которым вводили С1$, н крыс, ко- 
торым вводили ОТА. Несмотря па то что только 250 генов были включены в исследование, уда- 
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лось обнаружить несколько функпиональпых классов генов. которые ответственны за клеточ- 
ный трапспорг. поврежление ДИК и мегаболизм. Из-за того что клетка должным образом не 
выполняет свонх обычных функций для прелотврашсиния критических процессов. изменяется 
экспрессия генов. Острая фаза генного отвела настунает при возникновении соответствующего 
количества различных клеточных нагрузок. Таким образом. структурно н фармакологически 
разные сослинения. делящие одни и те же токсикологические конечные точки, имеют сходство 
в экспрессии генов. Такие гены могут быть уловлетворительными биомаркерами. Канлилагы 
в биомаркеры должны соозветствовать многим требованиям. включая возможность раннего 
дегектирования, чувствительность и сиспифичноеть анализа. При этом гены, чьи протеиновые 
продукты секретируются в кровяное русло. являются лучшими кандидатами. но сравнению с 
лругими биомаркерами. В настоящее время лля обизружения токсикантон велушие лабора- 
тории мира активно проводят поиск и выбор биомаркеров по описанной выше схеме. Высо- 
коғочные технологии определения экспрессии генов позволяюг находигь характерные черты. 
уникальные для спсцифичных токсикантов. Ожидается. что эта тсхиология дасг ответы на 
приведенные ниже и многие другие вопросы. Насколько отличается мстаболизм клетки раз- 
личных тканей в результате чрезвычайно разных ответных рсакиий на введсиный токсикант”? 
Различные биологические вилы проявляют лишь частично совнадающие или индивидуальные 
черты генного ответа на лействие олного и того же токсикаита? Возможно ли использованис 
полученных данных для определения срока заболевания и оценки риска? Возможно ли исноль- 
зовать изменения генной экспрессии как инликагоры ответных реакций на ввеление сложных 
химических смесей? Поможет ли установить эта технология уникальность ответных реакиий 
организма на хроническое поступаение низких лоз токсикантов. которое характеризуется со- 
вокупностью парамстров генной экспрессии? Существуст ли возможность обнаружения спе- 
цифических характеристик генного полиморфизма, ответственных за новышенную склонность 
к экологически обусловленным заболеваниям? В настоящее время совокупность параметров 
генной экспрессии уже помогает в выборе ггипых мишеней, Безусловно. интерпретация из- 
менений экспрессии генов возможна лишь в совокупносги с ланными клинической химии, 
гистологических исследований и других пзраметров, опрелеляющих фенотип. 

Одна из самых сложных проблем генетической токсикологии связана с возможностью уйс- 
личения частоты мутапий в соматических и половых клетках чеповека в результате воздействия 
химических вешеств — генотоксикаитов. Сомағические мутации. как генные. так и хромосом- 
ные. не перслаются потомству челонека. полвергисеғося воздействию токсиканта, однако по- 
вышение частоты этих мутаний может способствовать развитию приобретснных заболеваний. 
в первую очерсль рака. 

К генотоксикантам относят: 

• мутагены — ағситы различного происхожления, вызываюшие наследусмые изменсния в ге- 
номе; 

митогены — факторы или вешеслва, влияющие на процессы клеточного деления; 

• анэзусны — факторы. способствующие увеличению или уменьшению гаплоидного илн 
диплоидного числа хромосом на одну или болсс: 

кластогены — факторы. индуцирующие хромосомные разрывы; 

морфогены — факторы. вызывающие иснаследуемые генетические изменения (морфюзы) на 

уровне резлизании признака в онтогенезе. 

Мугания — внезапное изменение в наследственных структурах (ДНК. ген. хромосома, ге- 
ном). Генетический материал организован в исрархию структурно-фувкднональных единиц — 
от молекулярных сайтов внутри гена до целых хромосом и геномов. Соответственно сушсеству- 
ют разные тины мутаций — от генных до геномных. 

Генная мутация — изменение послеловательности нуклеотидов в определенном участке 
молекулы ДНК, Хромосомная мутания — любое парушсние структуры хромосом (делеция, 
дупликация, инверсия. транслокация). Геномные мулации заключаются в изменении числа 
хромосом в кариотинс. Увеличение числа хромосом. кратное гаплоидному набору хромосом. 
называют нолинлоилисй. Отсутствие или избыточное количество отлельиых хромосом объеди- 
няют понятием «анзуплоидия». которую подразлеляют на гиперплоидию (увеличение числа 
хромосом) и гипонлоилию (потерю отдельных хромосом хромосомного набора). Геномные му- 
тации возникают за счет новреждений в процессе мейоза, ведущих к нсрасхожлению хромосом 
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или хроматил но дочерним клеткам. Общая частота геномных и хромосомных мутаций в сома- 
тических клетках человека составляет около 1%. а в заролышевых — около 0.5%. 

Генные мутации, хромосомные огклонения (морфологические уродстна) и аизуплодия — 
факторы. участвующие в развитии рака. Многие мутагены и кластогены выступают в роли ини- 
инаторов канперогснеза. Однако мутагены. кластогены и анэугены также могут вызывать мно- 
жествеиные генстическис изменения. Мутации в зародышевых клетках. как и в соматических, 
обычно делят на две болынис трупы — хромосомные (численные и структурные) и генныс- 

Онкогены — гены, стимулирующие превращение нормальных клеток в раковые. Воздейс- 
твие онкогенов явзястся генетически домипантным. что проявляется в том. что единичный 
активный онкогси действуст лаже в том случае, когда сго нормальная аллель присутствует в 
той же клетке. Онкогены возникают. когда гены. называемые протоонкогснами, участвую- 
шие в пормальном процессе роста и развития клеток, подвергаются генетическим измене- 
ниям (см. выше). Генные мутации в гене-подавителе опухоли на хромосоме 17. известном 
как р53. возникают ири различных вилах раковых опухолей, и молекулярная характеристика 
мутаций р53 позволяст связать некоторые виды рака у челонска с влнянием мутагснов. Среди 
хромосомных изменений, активируюших протоонкогсны, замстно преоблалают транслока- 
ини. Транслокация может активировать протоонкоген, перемешая сго в новое место в хро- 
мосоме с болес активным промотором. гле его действие усиливается. Промотор — регуля- 
торный участок гена, с которым связывается РНК-полимераза исрел началом транскриниии. 
Грансляция — псрелача наследственной информации: сингсз белковой молскулы или иере- 
вол нослеловатсльыюсти оснований мРНК в нослеловательность аминокислот полинептидной 
иени. Опенка риска раковых заболеваний включает в себя исследование чувствительности 
различных видов и субпопуляций к индунированию опухоли химическим веществом и нос- 
троение графика зависимости доза —ответ. связывающей количество мутаций и лозу хими- 
ческого вешества. Чтобы исследовать генетический риск. оценивастся частога гонстичсских 
изменений в человеческих заролышевых клетках путем экстраполянин данных, полученных 
на соматичсских клстках н зародышсвых клсгках грызунов. Для полной опснки гснетическо- 
го риска необходимо дать статистическую оценку частоты генегических изменений. персда- 
ющихся нотомству. 

Срели аномалий лидирует анзуплодия, затем следует полинлолия. Так, апзуплодия может при- 
вести к смерти плода и вызвать различные расстройства, например синдром Дауна. Структурные 
отклонения составляют 5% всех генетических нарушений. Большинство хромосомных аномалий. 
обнаружнваемых у новорожденных, возникают дс похо в заролышеных клстках родителей. 

Механизмы индуцирования генетических изменений. Типы повреждений ДНК варьируются от 
разрыва олной или двух спиралей ДНК до пересечений между основаниями ДНК. межлу учас- 
тками ДНК и белками. получения ацлуктов ДНК при взаимодейсивии их азотистых оснований 
с химическими агентами. Ионизирующес излучение вызывает разрыв одной или двух спиралей 
ДНК. а также широкий спектр повреждений оснований. Относительные пронорции различных 
классов поврежлений ДНК зависят ог тина ралиации. Ультрафиолетовое излучение, относя- 
зцесся к разрялу псионизируюших излучений. часто вызынает образование пиклобутановых 
пиримидиновых лимеров и продуктов фотолиза. Эти повреждения могуг быть количественно 
оценены химическими и иммунологическими мсголами. 

Химические вешества могут вызывать изменения оснований либо испосредствению в качес- 
тве адлуктов, либо опосредованно через интеркаляцию химического соединения между пар- 
ными основаниями (рис. 3-13). Многие электрофильные химические сосдинения встунают в 
реакцию с ДНК. образуя ковалентно связанпые продукты (аддукты). 

Алкилирование оснований можст привссти к сго отрыву от ДНК. что образуст беспури- 
новый или бесниримилиновый участок, который обычно называется А П-сайтом (участком). 
Включение носторониих оснований в АП-сайт приводит к мутапиям. Объемные аддукты в 
ДНК раснознаются клеткой так же, как и повреждения. вызываемые ультрафиолетовым излу- 
чением, и нодобным же образом исправляются. 

Эндогениыюе агенты ответствениы за несколько тысяч поврежлений ДИК, сжедисвно про- 
исходящих в кажлой клетке. прсимушественио — за изменспия осповапий ДНК (например, 
5-оксигуаниновых) и АП-сайтов. 
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Клеточные процессы. которые могут привести к поврежленням ДНК — это накопление 
АФК. лезаминирование цитозинов и/или 5-мениншитозинов. приводянее к образованию соот- 
ветственно урацила и тимина. 

Происес реиликании ДНК чреваг возможными ошибками. например полимсразой может 
быть добавлено постороннсе оснонаиис. 

Два вида процессов помогают клетке устранять попреждення своей ДНК. Если повреждения 
значительны, то кястка может войти в стадию апоптоза (см. выше). Если повреждение менес 
значительно, то в клетке происходят процессы восстановления: безошибочная или чреватая 
ошибками починка (репарация) ДНК. 

Основные прининны. лежаниюе в основе большинства процессов починки: 

раснознавание повреждения; 

устранение повреждения (за исключением разрыва спиралей или расшсилепия ниримиди- 

новых лимеров): 

синтез репарированной ДНК: 

лигация (образование связей). 

Прямое исправление повреждений. Наиболее частая причина точечных мутапий у человека — 
это споитаниое добавление метильной группы — один из тиной алкилирования. Такие моли- 
фикации исправляются без разрушения цепи ДНК ферментами — гликозилазами. Фермент 
О-6-метилгуанин-ДНК-метилтрансфераза (МСМТ) зашишает клетку от токсических эфек- 
тон, производимых алкилирующими агентами, переводя лля этого метильную группу из О-6- 
мелилгуанин-ДИК в цистеиновый остаток в МОМТ. 

Починка путем вырезания оспования (эксцизионной репарации основания — ВЕК). Главные 
способы. посредством которых пронсхолит починка оспонаний ДНК, включают устранение 
поврежденного основания. которое осуществляют ферменть нуклеазы. Возникающая лакуна 
может быть заполисна ДНК-полимеразой. что сопровождается лигацисй с родигельской ДНК. 
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Рис. 3-13. Повреждения. которые могут возвикать в ДИК спонтанно илн ной лействисм разных агентов 
(Выгшегх Р.М. е аі. 2001). 
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Окислительные повреждения. как основные. так и инлунироваиные. являются нажными при- 

чинами лля ночники оснований ДНК. 

Починка путем вырезания нуклеотида (экспизионной репарации пуклеотида — МЕК), Систе- 
ма МЕК обеспечивает способность клетки устранять объемные повреждения в ДНК. МЕК уда- 
ляет содержащий повреждение олигонуклеогил из ДНК посредстном распознавания повреждс- 
ния. разреза. вырезания. нового повторного синтеза и лигапии. АНК-полимеразы (у эукариот 
их известно болсе 15) различаются но ряду признаков, в том числе но количеству нуклеолилон. 
которые они могут встроить в растушую нель за один акт снязывания с дуплексом ДНК. АНК- 
полнмеразы Ви А присослиняют очин нуклеотид. а при учестин белка РСМА (ргоегайтя сей 
писієағ апгвеп) ЛНК-полимерия ё и = — способны вставить фрагменте необхолимой длины. 
Поврежления ДНК в активно транскрибируюших генах. особенно в транскрибирующей спи- 
рали. чинятся в первую очередь и потому быстрее. чем поврсжления ДНК в остальной части 
тепома. Так клетка зашишаст ислостность процесса транскрииции. 

Ренариция ошибок спаривания — мисмэтч репарация (тпинсй—ММЕ) исправляет ошибочно 
встроенные ненопрежденные основання. которые не образуюе нормальное Уотсои-Криковское 
снаривииие (А-Т. СС). Такие ошибки иногда происходят при репликации с помощью ДНК-по- 
лимеразы. В ММК участвуют ферменты. вовлечениые в ВЕК и МЕК, а гакже специализированные 
ферменты. Синтез ДНК ири ММК осушествлястся ДНК-полимеразами 5 и ғ. 

Гомозогичная рекомбинация. У эукариот сушествуют лва освовные способа устранить лвухце- 
почечные разрывы: гомологичная рекомбипаиия (рекомбинанионная репарапия) и соелиненис 
негомологичных концов. Прямое соединение сломанных концов требует специальных фермсен- 
тов. которые узнают и связываюг разорнанные копны с послелующим их стиванием. Починка 
разрывон лвойной снирали бт разрывов одной спирали) обычно включает в себя продупирование 
трехконечного олноснирального хвоста с помошью экзонуклсаз или геликаз. Посрелством инвазии 
спирали, при которой односпиральный хносг иторғастся в нсповрежленную гомологичную молеку- 
лу ДНК. синтезируется ДНК. Олновременно образуется так называемое холлилсенское сочлененис 
в комияексе ДНК. Через промежуток этого сочленения проводятся две молскулы ДИК (как со 
структуральным нерекрестом, так и бсз ното), кажлая из которых более ис содержит разрывов. 

Негомоногичное соединепие концов — МАЕ (ЗМопротоіороцх Епа-Јотіпр). Если разорванная 
ДНК имеет тупые концы и соелинение дпух {фрагментов АНК происходит случайно. то такая 
репарания называется МНЕЈ. Главным компонентом МНЕ] восстановительного комплекса ян- 
ляется зависящий от ДНК белок киназа (ОМА-РК). или белок Ки — гетеролимерная субъели- 
нина. состояния из лвух белков Ки70 и Коко. Этот белок служиг лля выравнивания коннов 
разорванной ДНК. чтобы упростить процесс их склеивания или выступает в качестве сигналь- 
ной молекулы для мобилизации лругих восстанавливающих белков. 

Возникновение генных мутаций. Генная. или точковая, мутация представляет собой изменс- 
ние нпослеловательности пуклсотидов в прелелах олного гена. приволящее к изменению харак- 
тера лействия гена. 

Гочкошие мутлиии можно ризлслить на несколько типов в зависимости от характера моче- 
кулярного изменения в гене. 
= Мизепхе-мутания. В олном из триплетов происходит замена ойного основания (например. 

ЦТГ-ГЕР). в результате чего измененный тринлет кодирует амннокислоту, отличную от 

той. которую кодировал прежний триплет. Замены основания — это замешение правильно- 

го нуклеотида посторонним; они могут лалее полразделяться на «переходы», при которых 
олно пуриновое основание заменяется лруғим пуриновым или олно пиримилиновое — лру- 
гим пиримилиновым и «траисверсии». 

• Мутация со сдвигом рамки считывания. Если в нослеловательность ДНК включается новое 
основание или пара оснований. то все лежашис за ними триплеты изменяются. что влечст за 
собой изменение синтезирусмого полипстгида. Среди эгих мутапий наиболее значительная 
часть продунирустся ошибками репликании ДНК. 

• Мопѕепѕс-мутапия. В результате замены олного основания возникает новый триплет, нрел- 
ставлякиний собой терминируюший колон. В генетическом коде имеется три таких тринле- 
та. При такой замене пень отличается но своим свойствам от полипситила. который синте- 
зиропался прежде. 
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= Синонимическая пусспсе-мутапия. Генетический код облаласт значительной избыточностью: 
два или несколько его тринлетов колируют одну и ту же аминокислоту. Поэтому можно ожи- 
дать. что в некоторых случаях при замене оснований один триплет заменяется другим — сино- 
нимическим, кодирующим ту же аминокислоту. Такие синонимическис мутации, всроягио, 
ловолъно обычны. 

Относительная частота мутаций является результатом состязания между починкой и репли- 
канисй. Чем больше починок. которые производятся перса репликацией. тем меньше частота 
мутаций для данного количества индунированных повреждений ДИК. Значимыми регулятора- 
ми этого состязания являются проверочные гсны клеточного цикла (например. р53). посколь- 
ку если клетка не допускается для вхола в 5-фазу на провсрочном пункте С1/5. то возможно 
болынсе число ночинок. прежде чсм клетка начнет воспроизволить свою ДИК. 

Оценка генетического риска. Важным момситом в оценке генетических мутаций. индуни- 
рованных химическими агентами в зародышевых клетках. является отношение между экспо- 
зицией и длительностью репликации ДНК (т.е. если повреждение нанесено. может ли оно 
быть починено до репликации?). Стволовая клетка сперматогония является главным объектом 
для оценки генетического риска. ибо она. как правило, присутствует в организме мужчины в 
течение всего репролуктивного периода. Каждый раз. когла стволовая клетка сперматогония 
делится. она произволит дифференпирующийся сперматогоний и новую стволовую клетку. Эта 
клетка можст накапливать генетические повреждения от хронических экспозиций. В генезисе 
яйцеклетки первичный ооцит заканчивает | мейотическое деление, и дальнейшая %-фаза про- 
исхолиг после образования зиготы. По этой причине ооцит зашишен от генетических мутапий. 
вызывасмых болыиинством химических агенгопћ. 

Методы обнаружения генетических изменений. Метолы генстической токсикологии служат 
двум взаимосвязанным. но различным целям в токсикологической опенке химических веществ: 
• идентификация мутагенов лля определения их опасности; 

• характеристика функциональных зависимостей доза— ответ и механизмов мутагенеза. 

Нскогорые метолы определяют прямые мутании. а лругие — обратные мутании. Прямые мута- 
цин — это генегаческие изменения в первозданном тепе, и они обнаруживают себя изменением 
фенотипа. вызванном измспением или утратой функции гена. Обратная мутация — это та. когорая 
восстанавливаст функцию гена в мутанте н приводит к возврииению первозданного фенотина, 

Многие сосдинения, которые сами по себе не являются мутагенными или канцерогенны- 
ми, могут превратиться в мутагены и каниерогены вследствие обмена всшеств в организме. 
К настоящему времени известно около 2000 аутосомных ломинантпых признаков у человека. 
Частично совпадающие или инливидуальные характеристики генного ответа на определенный 
токсикаит используют для выработки стратегии лечения экологически обусловленных заболс- 
ваний. выбора лекарственной терапии. Для правильной интерпретании результатов сулебно- 
химической экспертизы или клинико-токсикологического исследования также важны данные 
генетического анализа. Вот нссколько нримеров. Гены алкогольдегилрогеназы печени представ- 
лены тремя полиморфными локусами (АРИ-1. АОН-2. АРН-3). альдегидлегидрогеназы — двумя 
{АВОН-Ги АЕБН-2). Наелелстиенными вариациями в молекулах двух ферментов, расшенля- 
юших этанол. объясняются спепифическис реакиии на алкоголь людей, у которых отсутствует 
изоформа АС РН-1. После употребления малых количеств алкоголя немелленно краснсст лино. 
возникают тахикардия, жжение в желудке. мышечная слабость и другис признаки отравления. 
У некоторых больных появлястся злокачественная гипёгртермия при ингаляционном наркозе 
(фторотам и лр.). темпсрагура тела повышастся до 44 °С, развиваются тахикардия. гипоксия. 
анилоз, гиперкалиемия. Причиной злокачественной гипертермии является мутация в гене риа- 
нодинового рецептора н лругих генах. В хирургии для мышечной релаксации применяется ди- 
тилин. В норме этот прснараг. дсйствуюший по тину яда кураре (остановка дыхания), быстро 
разлагастся сывороточной холинэстеразой. Если холинэстсраза атипичная из-за мутации в со- 
ответствукиием гене. то при ввелсини дитилина происхолит остановка дыхания на і ч. Больных 
можно спасти только искусственной вентилянисй легких в течение этого времени. Становится 
ясно. что чем болсе специализировано новое лекарство, тем болес вероятно «выпадение» опре- 
леленного числа нациентов из успешного лечения. 

Любые фармакогенетические реакции развиваются на основе широкого генсгического но- 
лиморфизма в человеческих популяциях. эволюционно еформиропавшегося до появления но- 
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вых фармакологических срелств. Успехи токсикогенетики позволили понять толерантность и 
повышенную чувствительность к лекарственным препаратам у отдельных лип. От достижений 
токсикогенетики во многом зависит инливидуализация лечебных мероприятий (выбор анало- 
га. лозы, способа введения}. Хорошо известна значительная вариабельнюсть эффективности и 
побочных действий лскарств у разных групн населения и отдельных лин. Клинические исныта- 
пия лекарственных препаратов прополятся для выявления побочных эффекгов у 1 из 500 чело- 
вск или | из 1009 человек, и маловероягно. что они учитываются у 1 из 50 000. При введении 
стандартной дозы лскарства его кониентрация в крови у олних людей через опрелеленный про- 
межуток времени оказывается пиже оптимальной. а у других достигает токсического уровня. 

Индивидуальная переносимость химических соединений. толерангность организма человека 
к гоксикантам обусловлены генетическими особенностями каждого инливилуума. Разработан- 
ные чувствительные маркеры используются при скрининге соелинений на этапе клинических 
испытаний. чтобы получить надежные результаты. Токсикогенетика и токсикогеномика раз- 
рабагывают высокопроизволительные технологии анализа генетического материала лля онен- 
кн рисков лействия различных токсикантов и развития побочных эффектов лекарственной 
терапии в зависимости от нидивидуального гено- н фенотипа. Выявление генетических осо- 
бенностей. которые определяют ипдивилуальпые реакции организма па действие химических 
веществ. позволяет неленаправленно прогнозировать побочные эффекты и применять препа- 
раты лля определенных групи паниентов согласно их гепстичсскому паспорту. Варнабельпость 
генома человека (примерно 3 мард пар оснований), по современным опепкам, составляет 2— 
19 млн пар оснований, часть из которых и опрслеляст инливилуальные особснности ответа на 
воздействие препаратов. 

Возпействис ксенобиотиков на организм реализуется через реакиии. осуисствляемые спени- 
фическими ферментативными системами клеток (см. гл. 4). В иепи мстаболичсских превранс- 
ний окисление исходной молекулы часто называют этапом активации, который осуществляется 
в основном изофермеитами нитохрома Р450 и. реже. флавинсодержашими мопооксигсназами 
и алкогольдегицрогеназами (1 фаза). Этап дегоксикании (И фаза) осуществляется эпоксилгил- 
ролазами. глутатион-$-грансферазами. сульфатазами и др. (см. гл. 4). Хорошо известно, что 
вариабельность некоторых цитохромов суперсемейсгва питохромов Р450 обусловливает раз- 
личную скорость биотрансформации ксенобиотиков. Так называемые «быстрая» и «мелленнаяь 
группы пациситов отличаются по показателям накопления и выведения химических сослине- 
ний в 10—100 раз. Увеличение эффективности лействия лекарственных препаратов повьинае 
и риск развития побочных эффектов. По ланным Американской медицинской ассопиании. в 
США в 1994 г. развитис побочных реакний явилось причиной госпитализании 2 млн человек 
и ИМ 000 смертельных случаев. 

Болынинство каскалов реакций с участием микросомальных ферментов имсют в качестве 
терминального звсна нитохром Р450. В оргапизме цитохром Р450 сушествуст в виде множества 
изоформ (на сегодняшний день известно около 400). колируемых различными генами. Эти 
белки облалают различной. иногда перскрываюшейся субсгратной спепифичностью и различ- 
ными механизмами регуляции экспрессии (болынинство изоформ ингохрома являются инду- 
иируемыми. т.с. их количество в клетках значитсльно увеличивается при появлении субстрата). 
В соответствии с принятой помсиклатурой семейства обозначаются римскими цифрами. пол- 
семейства — заглавными буквами латинского алфавита, а отдельные изоформы — арабскими 
пифрами. Каждая изоформа имест специфический спектр метаболизирусмых субстратов. Но 
при этом олно и то же сосдипение может мстаболизировагься различными изоформами Р450 с 
образованием как одинаковых. так и различающихся продуктов. В зависимости от преобладания 
в клетке той или нной нзоформы может меняться и состав продуктов реакнии. в частности со- 
отношение продуктов активании и детоксикации. У генов ряда изоформ смисствуют аллельные 
варианты с различной ферментативной актинностью белка-нродукта. Наличие таких аллелей в 
значительной стсиени обусловливает сушествованис внутривидовых и межтканевых различий 
в чувствительности к различным токсикантам. Есть 39 генов. которые колируют изоформы ни- 
тохрома 2450. Три подсемейства (1. 2 и 3) включают 19 изоформ. Полиморфизм были выявле- 
ны в нескольких изоформах (СҮР206, СҮР2С9. СҮР2С19. СҮР2ЕІ и СУРЗА4). Генетический 
полиморфизм. связанный в особенности с СУР206. важси с токсикологической точки зрения. 
Например. ссть препараты. лля которых биотрансформация в организме регулируется этим 
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ферментом (опиаты. В-блокаторы. антнаритмичсские нрсиарагы и антилсирессанты). Другие 
ксенобнотики действуют как ингибиторы этого фермента (метадон. декстронропоксифен) и. 
таким образом. увеличивают их токсичность. У нациентов с мутаниями в СҮР2 06 пронсхо- 
дит нарушение мстаболизма прснаратов, и они имеют тсплснцию накапливаться в организме. 
Слеловательно, значитсльно возрастасг риск токсичности, сесли доза не подобрана согласно ге- 
нотипу. Так. главный метаболит кодсина, лекстромсторфана и этилморфина — морфин. При- 
близительно 7% лин кавказской напиональности имеют дефинит фермена. обеспечивающего 
метаболический путь указанных ксенобиотиков. В связи с этим у таких папиентов образуется 
нелостаточиое колнчество морфина н аналгезируюший эффекту проявляется слабес. Другис 
примеры. СУРА! — тен, колируюший фермент арилуглевопородкарбоксилазу (АНН — аб 
Нудгосафоп ћуагохуіаѕе) из суперсемейства питохромов 2450. Субстратом лля этой изоформы 
являются всшества, солержащисся в табачном дыме, которые при оксигенировании превраща- 
ются в токсичные производные фепола и различные эпоксиды. АНН участвует в метаболиз- 
ме эстрогенов и осуществляет гидроксилирование эстрадиола. чло приводит к сго активании. 
На сегодняшний день илситифицировано 4 полиморфизма в гене СҮРІАІ. Цитохром СУРА? 
участвует в метаболической активапии проканцерогенных ариламинов и гетерониклических 
аминов. образующихся при термической обработке пиши. Фермент клеток нсчени, который 
Участвует в метаболизме амфстаминов. сердечных гликозилов. нитрозаминов и ряда других 
всшеств. кодируется геном СУР206. У свропесидов в зависимости от арсала обитания 5— 10% 
населения гомозиготны по аллелю, при котором ланный ферменг отсутстяует. Примером фер- 
мента. не приналлежашего к грунне нигохромов. является МАЮРН-хиноноксидорелуктаза 1 
{си МООП). Этот ферменг катализирует преврашенис хннонов в относительно стабильные 
гидрохиноны, нолвергающиеся коиъюғапии и выведению. При этом прелотврашается обра- 
зование полухиноновых радикалов с послелующим формированием АФК. Экспрессия тепа 
МООГ инлуцирустся окислигсльным стрессом, влиянием инклических углеводородов табачно- 
го дыма и промышленных акрилатов. МООТ играет ключевую роль в детоксикации бензола. 
инактивируя хиноны. образующиеся в результате метаболизма. Обиаружено лва полиморфных 
сайта в гене МОО Ј: С609Т (№0012) и 1464С (МОО *3). Полиморфизм МООР2 можно считать 
нонсенсмутацисй, так как он приводит к появлению стоп-коцона и отсутствию белка-продук- 
та, однако частота встречаемости его в различных нонуляниях варьирует (13—30%). Аллель 
МОО 1[*3 встречается режс. сго частота не превышает 5%. Для фермента этого аллеля показано 
снижение энзиматичсской активности в 2 раза по сравнению с нормальным ферментом. 
Гликопролеин Р — транспортный белок, осповиыми функниями которого являются пре- 
пятствие всасыванию ксенобиотиков в кишечнике и ирелотврашение их проникновения через 
ғистогематичсский барьер при нопадании в организм. а также скорейшее выведение в желчь и 
мочу (см. гл. 4). Р-гликопрогени — АТФ-зависимый транспортер содержится в печени. кишеч- 
нике. почках и энителиальных тканях. кодируется опрелеленным набором генов. С токсиколо- 
гической точки зрения. при генетических вариациях взаимодействие лекарств на уровне всасы- 
вания или экскрении может иривести к накоплению препаратов и увеличению токсичности. 
Субстрат. окисленный нри участии цитохрома Р450 или какого-либо другого фермента. ля- 
лее подвергастся возлействию ферментов коньюгации. қазализируюших включение н молекулу 
вещества водорастворимых остатков: глутатиона. серной кислоты и др. (см. гл. 4). В результатс 
метаболит становится гидрофильным и выволигся из организма с мочой. На этом энше рабо- 
лают 5-трансферазы. эноксилгилролазы. УДФ-глюкуронилгрансферазы и апетилтрансферазы. 
В случае сниженной активности фермента. например вследствие присутствия специфичсского 
аллеля гена. в клстке булст происхолить накопление продуктов 1 фазы биотрансформании н 
соответственно повышаться риск повреждения ДИК. Ряд вешеств нод действием ферментных 
систем П фазы биотрансформации. наоборот. снособси превращаться в активные канцеро- 
генные метаболиты. Например. гилрирование опоксияғилролазами 7.8-океила бензанирена до 
гилролнолз с дальнейшим образоваписм из него лнолэпоксида приводит к активации молеку- 
лы и превращению се непосредственно в каниерогенный мсгаболит. Подобный эффект чаше 
проявляется при сниженной активности ферментон альтернагивнео нуги. Глюкуронизация, 
как известно. — важнейшая реакция летоксикании сослинений. Два генных семейства коли- 
руют изоформы глюкуронозилтрансферазы: ОСТІ и ОСТ2. Мутация изоформы (ЦОТТА!) 
приводиє к гипербилирубинемии. что связано с последующими нарушениями метаболизма. 
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Суперсемейство СЗТ — это глутатион-5-траисферазы. катализируюшие взаимодействие 
глутамата с электрофильными соедннениями. солержашими атомы М. 5. О. Функииональ- 
ная роль глутатион-трансфераз заключается в ферментативной конъюгании сульфгилрильной 
(-5Н) группы с электрофильными молекулами самих ксенобиотиков или их метаболитов. об- 
разовавшихся н процессе | фазы. Подобная ястоксикация играет ключевую роль в обеспечении 
резистентности клеток к перекисному окислению липнаов. алкилированию белков и другим 
пронессам с участием своболных раликалов. Сушествуют несколько классов глутагионтранс- 
фераз в зависимости от субстрата и органной принадлежности ферментов. Их снитез контро- 
лирустся генами. расположенными на различных хромосомах. Для каждого из них описано 
несколько видов полиморфизма. который влияет па функциональную активность ферментов. 
Глутатионовые %-трансферазы участвуют в активапии и детоксикации многих ксенобиотиков. 
Так, токсичность парацетамола в больших позах связана с истошением печеночного глутатио- 
нового депо. Отмечена высокая распространенность у людей генстичсского полиморфизма лля 
нескольких СТ. что. как считают спепиалисты. связано с увеличением риска развития рака, 
обусловленного экологическими токсикантами (см. гл. 10). В метаболизме гетсропиклических 
ароматических аминов у человека важную роль играст ариламин-М-анстилтрансфераза (МАТ). 
Этот фермент катализирует ацетилирование ароматичсских и гетероциклических аминов и от- 
носится к ферментам И фазы биотрансформании кеснобиотиков. Известны две изоформы 
МАТ человека — МАТІ и МАТ2. Считается. что МАТ? облалаег меньшей сиснифичностью и 
метаболизируст более широкий круг веществ. поэтому именно МАТ? привлекаст большее вни- 
мание исследователей. МАТ2 экепресспруется нреимущественно в клетках печени. однако этот 
фермент синтезируется и в других тканях, в том числе в тканях молочной железы. По феноти- 
пическим проявлениям активности МАТ? людей можно разделить на быстрые. промежуточные 
и мелленные ацстиляторы (ранее выделяли только группы быстрых и мелленных ацетилято- 
ров). В настоящее время известно 36 аллелей гена МАТ2. которыс различаются сочетанием 
12 миссенс-мутаний. 4 молчаших мутаций и делении одного нуклсотила, приполдящей к слвигу 
рамки считывания. Частоты встречаемости аллелей МАТ? значительно варьируют в разных 
популяциях. К нанболее распространенным срели свропеоилов мелленным аллелям относятся 
кластеры МАТ2°5 (Т341С) и МАТ2*6 (С590А) (в скобках указана характерная мутания). Клас- 
тер МАТ2%7 (С857А) представлен в основном у монголоидов. а МАТ?*14 (С 19ТА) — только у 
негроилов. Увеличение скорости ацетилирования связано с токсическими эффектами некого- 
рых препаратов. Полиморфизм ацетилирования определяет скорость метаболизма препаратов. 
относяшихся к ариламинам. гетероциклическим аминам, гидразинам. Сульфатирование и ме- 
тилирование — также важные нути метаболизма многих ксспобиотиков. Суль]ютрансферазы 
(ЗОЁТ. $ ЛТи $0112) и метилтрансферазы [метилтрансфераза (МТ), катехолмегилгрансфе- 
раза (СОМТ). мстилтрансфераза тиопурина (ТРМТ) и тримстилтрансфераза (ТМТ)]| катализи- 
руют эги реакпии. В настоящее время идентифицировано несколько видов полиморфизма для 
этих ферментов. но их клиническое проявленис сше неясно. 

Необходимо огметить, что степень канпиерогсиного воздействия химических соединений на 
уровне их метаболизма опрепеляется балансом активнрующих н детоксифиннрующих реакний, 
осушестпляемых полиморфными ферментными системами. Клеточные зашитные механизмы 
против АФК включают следующие ферменты: глутазион-пероксидазу, каталазу и семейство 
супероксидлисмутаз. Представителем этого семейства является митохонлризльная Мп-ЗОП 
«см.выне и гл. 8.5). Мп-500 синтезируется в цитозоле и после посттрансляционной модифи- 
кации транспортируется в митохондрии. Этот фермент катализируст резкцию взаимолействия 
лнух молекул супероксил анион раликала с водой с образованием пероксила волорола и кис- 
лорола. В гене Мп-$00 присутствует однонуклсотидный полиморфизм (СТТ—ССТ). при- 
воляший к замене 16 аминокислоты (Уаі — Ав) в сигнальном пептиде, теряемом в пропессе 
посттранс-ляпионной молификации. Было показано, что при подобной замене происхолит 
изменение вторичной структуры белка (трехскладчатый слой вместо 0@-спирали) и нарушается 
транспорт фермента в митохонарию. 

Анализ генетического полиморфизма ферментов является основой пля опрелеления степени 
инзивидуальной химичсской чувствительности (см. гл. 10). Основные локусы генома, отвеча- 
ющие за инливидуальную рсакиню пациента, хорошо известны. Развитис технологии опреде- 
ления нуклеиновых кислот позволило слелать первые шаги по внедрению зоксикогеномных 
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тестов в практическое злравоохранение. Сушественное значение в современных технологиях 
имеют чувствительность. селективность. эксирессность. произволительность. стоимость и ин- 
формативность анализа. В настоящее время технология биочинов активно используется для 
определения экспрессионных профилсй работы гсмов и определения оянопуклсотидных замей 
(вариабсльных локусов ДНК), являющихся признаками конкретного генотина. Эга технология 
позволяст уже ссгодия проволить ло 300 000 определений в день у олного пациента. составляя 
основу генетической паспортизации населения. Биочипированне даст возможность определять 
индивидуальный полиморфный профиль ферментов. например питохрома Р450. Один из но- 
вейших инструментов биологии и медипины ХХІ века — биологические микрочипы (Ыосћірѕ) 
или. как их чаще называют, — ОМА писгозггиу$ — организованное размещенне молекул ДИК 
на сиециальном носителе — платформе. пластиике из стекла или пластика, плошалью около | 
кв.см. на которой в определенном порядке расположены ячейки (до 1 млн на 1см?). содержа- 
шне иммобилизованные олнопепочечные олигонуклеотилы с упикальной последовательнос- 
тью оспований. Базовым принципом для созлания ДНК-чинов является линейное узнавание 
стерескомилементарных оснований (А — ТД/. С - С) нуклеиновых кислот (ДИК или РИК). 
Олигонуклеотилы чина гибридизуются с меченными. например флюоресиентной меткой. на- 
борами молекул ДНК или РНК. Спустя некоторое время платформу промывают. Если н наборе 
имеется олигонуклеотил. комилсментарный закреплениому в ячейке. то между ними образу- 
ется водородная связь, и при промывании он не булет улален. в отличие от олигонуклеотилов. 
которым не нашлось комплементарных основании. Затем производится лстекиня наличия ме- 
ченых молекул в ячейках. Информация считывастся с помошью фаюоресцентного микроскопа 
или специального лазерного устройства для чтения. Чины такого тина изготавливают в разных 
фирмах, в часгиости в Москве, в Институте молекулярной биологии. Сиособы изготовления 
биочипов различаются. Олна из крунисйших фирм но производству биочинов — АЙутетх 
— изготовляет биочипы гаким же способом, каким изготовляют электронные чипы, т.е. мс- 
тодом фотолитографии с использованием спсциальных микромасок и лазсра. На одном чипе 
расположены десятки (а иногла и сотни) тысяч пятсн размером в несколько микрон. Каждос 
пятно — это один уникальный фрагмент ДНК ллиной в десятки нуклеотидов. Изготовленный 
таким образом биочин в лальнейшем гибридизуют с мсченными красителем молекулами ДНК. 
После гибридизации на биочипе возникают паттерны — причулливые узоры, различаюшисся 
у пормальшых. раковых клеток или клеток. например. при различных вилах лейкозов. или у 
ДНК. выделенной от разных больных. По виду наттернов можно с болыной вероятностью 
предсказать течение болезни на самой ранней ес стадии. Таким образом. сопоставив нуклсо- 
тидныс струкгуры взаимодействующих с исследусмым образном олигонуклеотидов и интен- 
сивность сигнала. можно собрать информацию о последовательности меченой молекулы ДНК 
(РНК) или о изличии и количестве искомой последовательности в образце. 

В настоящее время, после установления структуры геномов ряла организмон, решается 
новая задача — как регулируется активность отдельных генов в рамках генома как целого. 
Современное развитие технологии биочинов нозволяст определить функциональное состо- 
яние всех генов, т.е. какие гены работают в данной клетке на какой-либо стални развития, 
а какис находятся в нсактивном состоянии. а также установить взаимосвязь сигнальных 
регуляторных путей клетки. На биочинах проводят одновременный анализ работы тысяч и 
десятков тысяч генов и сравнивают экспрессию этих генов в злоровых и в поврежденных 
клетках. Такие исследования помогают увидеть (сразу. за один эксисримсит!) влияние раз- 
личных факторов (лекарств, экотоксикантов, белков, питания) на работу десягков тысяч 
генов, создавать новые лскарственные препараты и быстро выяснять. на какис гены и каким 
образом лействуют лекарства. прогнозировать их побочные эффекты. Биочины позволяют 
за считаиные часы различать формы лейкозов (см. гл. 2.4.3), обнаруживать лекарственно ус- 
тойчиные формы туберкулеза, тогда как лругис методы требуют нескольких ислсль или даже 
месяцев. слеловательно. быстро выбрать нужный способ лечения. диагносцировать многие 
виды рака. 

Биочипы были изобретены в коице 90-х годов ХХ в. Россини и в США. История создания 
отечественного биочипа связана с именем академика РАН А. Мирзабекова. директора Инс- 
титута молекулярной бнологии (недавно ушедшего из жизни). В настояшсе время биочины 
успешно произволятся несколькими американскими биотехнологическими фирмами. а также 
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России. в Центре биологических микрочипов Института молекулярной биологии компанией 
Биочип-ИМБь (Віоср-1МВ) 
а р: //муу.бпасімирҳ.ги/тоѕеап/таінт. ті сайт, содержащий обширную информацию о тсоре 
типических основах. истории созлания и областях применения ДИК -чипов 
• пир: /лал.сітЫ.тсіатл.ты Институт Молеқулярной биологии им. Энгсльгарлта: 
• Нир/и\им/аЙутелх.согп фирма «Абутсіпх» 
В США лля американской армии разработали сисниальный биочин. сигнализирукиний о на- 
ичии бактериальной угрозы. Если на такой бночип попаласт ДМК патогенных микробов. то 
фрагменты ДИК зондов с прикрепленными к ним мникросконическими частицами золота вы 
траиваются в ряд. между элекзролами идет ток. и биочин сигнализирует об угрозе (рис. 3-14) 
В России разработаны биочипы. позволяющие определять при биологической угрозе (см 
11} наиболее вероятные пля использования в качесгие биооружия возбудители сибирской 
язвы. осны, чумы и бруцеллеза. 
В последние годы произошел значительный прогресс н методах опрелеления генотипов 
в 5№МР-анализе). Согласно принятому опрелелению. $МР — ѕіпріе писіеонае роіутогрћіѕтл5 
олнонуклеотидные позиции в геномной ДНК. лля которых в понуляции имеются различ- 
ные варианты послеловатсльностей (алаели). причем релкий аллель встречается с частотой 
зе менее 1%. Иногла допознительно определяются «распространенные 5МР». лля которых 
стота встречаемости релкого аллеля более 20%. Практический интерес к 5№Р сильно возрос 
холе реализации просктов по опрелелению полных нуклеотилных послеловательностей ряла 
модельных организмов. [3 самом определении ЗМР заложена ориентация на их использование 
з качестве генетических маркеров (ограничение по частоте встречаемости прогивонославляег 
их релким мутациям). Огромное количество ЗМР в геноме человека (по различным оцен- 
кам, 3—10 млн распространенных ЗМР) позволяст отобрать порядка 100 (00 $МР-маркеров: 


ОНА. ВА ОСНИР детессе ОНА (того а росћодеп Ы) ток а 
Ьібре ої 5018 рэгусієв Кошар го оіестгобев Тће БН фе сотричов 
ап еі ы гаас оп мот 


Рис. 3-14. Схема биочипа, сигнализирующего о наличии бакгсриальной угрозы (Вир://ммум. пас рз.ги 
< ан. ті) 
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при этом па кажлый известный или предиолагасмый ген приходится в среднем по 2 марке- 
ра. Никакой другой тип гсномных различий ие способен обеспечить такую плотность карти- 
рования. Надежный метод геномного скрининга 5№Р позволил бы разрабогать стандартный 
полход к иселелованию молекулярной природы прелрасположенности к различным заболсва- 
ниям и предсказанию пиливилуальной чувствительности к химическим, в том числе лекарс- 
твеиным венествам. Количество методов лля 5МР-внализа. появляющихся в лабораториях. 
быстро увеличивается. Для илентификацин геиетичсских изменений используют различиые 
методы детекиии ЗМР. например ферментатниные, химические (расшенление или лигирова- 
ние). мстолы. основанные на различной электрофоретической подвижности полиморфных 
участков ДНК (секвенирование ДНК). хроматографические (ВЭЖХ). масс-енсктромегрию, 
резонансное тушение фяюореспенции и ар. 

Альтернативой сушествуюшим методам летскпии полиморфных участков ДНК является 
масс-спектрометрическое дифференциальное секвенирование. Время. затрачиваемое на анализ 
каждого образна этим мстолом. составляет всего несколько секунл и позволяет оненить доаю 
УМР при анализе исскольких образцов одновременно. Иомизнровапные молекулы ДНК отры- 
ваются ог подложки методами МАБЬБЕ (птаггіх-аѕхі<геа Іаѕсг дсѕогрпоп/опіѕапоп) — лазерной 
десорбиионной ионизации или ЕЗ (еіссігоѕргау іопіѕаноп) — электроспрейной ипопизипии (см. 
гл, 6). Молекулы ДНК регопяются в электрическом поле и направляются через вакуумную 
камеру к детектору. Время движения регистрируется. Время обратно пропориионально скоро- 
сти молекулы. которая в свою очерель прямо пропорпиональна отношению массы левинего 
молекулярного иона к его заряду. Эти параметры (отношепие массы к заряду) уникальны для 
каждой молекулы и определяются исключительно ее иуклсотидной нослеловательвостью. по- 
этому чувствительность мстода чрезвычайно высока. Метод позволяет работать с нанолитрами 
образца. Масс-снектромегрический анализ уснешно применяется для визузлизаиии результа- 
тов летскиии 5№Р лругими мстодами. 

Использование повых технологий уже становится реальностью в работе токсикологов, н 
том числе и при проведении химико-токсикологического анализа, интериретации результатов 
экспертиз. 

Посттеномные техпологин — геномнка, протеомика, метаболомика. метабономика лают 
большие возможности для опредедения качественных и количественных изменений метаболи- 
ческих процессов в организме человека при лействии токсикаитов. Протеомика изучасг пол- 
ный набор белков. производнмых конкретными типами клеток. Она включаст определение 
числа, структуры синтезированных органнзмом белков. их последовательности белок—белок и 
посттрансляпионных модификаций последовательности белок — другая молекула при взаимо- 
лействии внутри клетки. Таким образом. про- 
сом являегся понятием. описывающим все 
эндогенные белки. Метаболом представляет 
собой совокупность всех исболыцих молекул 
или метаболитов в орг:шелде. клетке. ткани. 
оргаис или организме. Простейшая схсма вза- 
имодействия гепов с мстаболитами показана 
на рис. 3-15. Геном онределяет возможную 
структуру метаболома, а мстаболом возлейс- 
твуст (положительно или отрицательно) на 
экспрессию этой структуры. 

Генегический кол геперирусг сигиалы 
(транскриитом), которые определяют состав 
протеома. который в свою очерель устанав- 
ливает каталитические факторы метаболиз- 
ма. Регуляция взаимолействий пиклиниа. так 
как по существу метаболом регулирует гепом 
посредством спепиелытых белково-метабо- 
лических взанмолействий. которые прямым 


Рис. 3-18. Схема взаимодействий: ог тепома до ме-  ЯЯИ Косвенным путем контролируют тенную 
таболома. транскрипцию. В бносистемах существует 


Транскриптом 


МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 


Ксенобиотики 
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много примеров таких генов. которые регулируются промежуточными или конечными пролук- 
тами метаболизма посредством обратной связи. Наверное. самыми изученными я оннсанными 
регуляторными системами в организме млекопитакииих являются метаболизм холестерина и 
метаболизм глюкозы. Оксид азота и кислород, являющиеся пролуктами метаболических пре- 
прашений. также участвуют в регуляции транскрипции гспов. Окружающая среда. лекарства 
н продукты интания. которые могут содержать ксенобиотики и токсичные вешсства. взаи- 
модействующие с ДНК. мРНК и белками. определяют конечиую метаболическую структуру 
биологических систем, тогда как геном и протсом определяют лишь возможную структуру 
метаболома. 

Определение терминов «метаболомика» и других «омиков» ис являются строгими в научном 
смысле. Слово «метаболомик» впервые было опубликовано в книге «ЕПссі ог ом Сгомтћ оп 
МаабоНят оГ Еѕсһегіса сой. 85 Кеуешеа Бу Сіобаі Мембоме Род! (тегабоіот) Апаіуѕіѕ» в 1998 
г. Метаболом онисывает совокупность метаболических процессов в каждой клетке. ткани. ор- 
ганизме или биологической жидкости; слеловательпо. метаболомика является системой техно- 
логий. направленных на объяснение и изучение мстаболомов. Полобно геномам и протеомам, 
сушествуюг различные метаболомы, солержашисся как в клетках олноклеточных организмов, 
так и клетках ткансй многоклеточных организмов. Также существуют мстаболомы и в биоло- 
гических жидкостях — моче, спинпомозговой жидкости и нлазме. В биологических жидкостях 
человека и животных можно обнаружить различные метаболиты при нормальных метаболичес- 
ких пропессах и при воздействии ксенобиотиков на организм. 

Недавно лля обозиачения в биологических жидкостях взаимолействия между метаболически- 
ми моделями н ксенобиотиками при различных патологических процессах было ввелено слово 
«метабономика». В токсикологическом опрелслении метабономика — это изучение множествеп- 
ных метаболических изменений в биологических жилкостях. при патологин или генетических 
молификаниях. Ядерно-магчитный резонанс (ЯМР) и масс-снектрометрия (МС. М5). новейшис 
танаемиые метолы(см. гл. 6) являются основными инструментами новых технологий, 

В протеомике часто применяют различные варианты масс-спектрометрии. используя лазер- 
ную лесорбционную ионизацию — МАО или электросирейную иоиизапию — ЕЗЕ (см. гл. 
6). Полученные результаты отвечают на вопрос: чем различаются белки больной и нормальной 
клетки? Двухмерный гсль-электрофорез в настоящее время является самым популярным мето- 
лом. Клеточные белки сначала изолирукя из клеток или тканей преимущественно бнохимичес- 
кими и/или хромагографическими метолами. Клеточные белки разделяются на матрице геля 
акриламила по рН -граяиситу. что позволяет кажлый белок в изоэлектрической точке скон- 
пентрировать ии геле. Начальное разделение на геле (по зарялам) сопровождается повгорным 
разделением (перпенликулярно к первому) на том же самом геле относительно молекулярной 
массы. Используя антоматизированные системы ЗРОТУ или альтернативную технологию. элю- 
ируют определяемый белок. Изолированные белки расшепляются трипсином для получения 
фрагментов пептидов. состояших из 10—20 остатков аминокислот. Масса полученных пепти- 
лов может быть точно определена масе-сиектрометрией (см. гл. 6). Таидемиая масс-сиектро- 
метрия (М5-М5. МУ?) позволяет фрагментарно опрелелять аминокислотный состав пептида 
в небольшой области конии геномной послеловатсльности без использования полной длины. 
Фрагменты слишком мало различаются по массе. чтобы их можно было опрелслить с помошью 
обычной М5. Двухмерный электрофорез имсест низкую воспроизводимость, трудности автома- 
тизации и другие существенные ограничения. В 2000 г. был представлен новый полход. кото- 
рый использует жидкостную хроматографию и повое поколение масс-спектрометров. Сложные 
смеси подвергаются протсолизу трипсином (т.е. ферментативному расшеплению). пептилы. 
разлеленные с помощью жидкостной хроматографии. полаются в масс-спектрометр (ВЭЖХ- 
МС). Для обнаружения пептидов и белков предпочитают применять М5 из-за ее чувствитель- 
ности и автоматизации компьютерных алгоритмов. которыс способны использовать данные 
М5 аля илентификапии заколированного геном пептида. 

Применение ЯМР в мстаболических исслслопаниях может имсть два полхола. Первый пол- 
хол может быть объелинен под общим названием «метаболомикаю — это обнаружение и илен- 
тификация всех эндогенных соединений и метаболитов ксенобиотиков. Второй — обнаружепие 
и идентификация в биологических жилкостях энлогеснных соелниений и метаболитов ксено- 
биотиков. характеризующих конкретное патологическое состоянис организма. построение мо- 
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делей различиых патологических состояний. Второй нодход разработан Д. Николсоном с сотр. и 
назван еметабономика». Видимое различие межлу мстаболомикой и метабономикой состоит в том. 
что метаболомика — это изучение метаболизма в клетке и ткани. а метабономика — это подход к 
изучению метаболизма при использовании биологических жидкостей как ииликаторов пронс- 
ходяших (патологических) проиессов. При токсикологическом исследовании используются оба 
нодхода. В конечном счете эти два полхода должны отвечать на ключевой вопрос токсикологии: 
какой биохимический врел нанесен клетке и как это связано с опрелелениым натологическим 
состоянием? «Мегаболическое профилирование» и эбиохимическое профилированиее — также 
широко используемые термины аля описания метаболических исслелований. Метаболическое 
профилирование является способом определения качества и/или количества неболыних моле- 
кул в биологическом объекте. Анализ может включать один или несколько технологических 
приемов, таких как высокоэ/ффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ). газовая хрома- 
тография (ГА), каниллярный электрофорез (КЭ). МС и ЯМР (см. га. 6). Исторически профи- 
лирование эндогенных метаболитов сволилось к опредслению сиспифичсских сосдинений или 
типов соединений. Например. после присма красного вина нахолящисся органические кисло- 
ты в моче или флавопоиды в крови могут быть обнаружены несколькими методами — ГХ-МС. 
ВЭЖХ-МС или ЯМР. Таким образом. получался «снимок» уровня метаболитов в определенное 
время и в определенном состоянии. В настояшес время метаболическое профилирование мо- 
жет быть рассмогрсно уже в составе (системе) метаболома. Современные аналитические техно- 
логии нацелены на качественное и количественное опрелеление вссх энлогенцых метаболитов 
в различных типах клеток. тканей и биологических жидкостей. Пока это трудновыполнимо, 
но ученые пытаются найти пути подобного определения. Проблема заключается в разработке 
единых (стандартных) аналитических методик определения и регистрации результатов при ис- 
следовании биологических объектов, 

В течение многих лет определение особенностей метаболизма с помошью скрининга 
биологических жидкостей являлось основным методом для обнаружения врожденных ано- 
малий метаболизма. Токсикологам необходимо количественное определение спепифичес- 
ких метаболитов или классов метаболитов. В настоящее время лля обнаружения метабо- 
лических маркеров гоксичных вешеств или лекарственных средств используются самые 
современные аналитические методы (см. гл. 6). Для онределения большого количества мс- 
таболитов стали использовать МС и ЯМР, их разновидности. комбинированные методы. 
например ВЭЖХ-МС-ЯМР. Даиныс. полученные в этих исследованиях дяя воссоздания 
реально происходящих пронессов т мМ\о, опираются на установление полной структуры 
определяемых вешсств. 

Резульгаты анализов позволяют классифицировать проявление различных тивов токсичнос- 
ти или аномалий в организме (см. гл. 6.4.4) В литературе. посвяшенной ЯМР-исслелованиям, 
часто используют графические способы представления данных, Получают спсктральные кар- 
тинки. отнесенные к тому или иному мстаболому (условно их можно сравнить с характерны- 
ми паттернами на биочипах). При этом проявляются явные противоречия. которые касаются 
информации о биомаркерах — мегаболитлах токсикантов в моче, полученной ранее традинион- 
ными методами. Во всяком случае. новейшие тандемные инструментальные метолы, например 
ВЭЖХ-ЯМР, при разлелеини и определении метаболитов в биологических жидкостях. имеют 
большие возможности для понимания токсического действия лекарственных средств и других 
химических вешеств. Во многих токсикологичсских исслелованиях в результате мониторинга 
процессов. происходяших в организме в отвег на действие лекарстн. отмечается. что изменения 
в метаболизме предшествуюг гистологическим изменениям. Очевидно. возможность опрелеле- 
ния однозначных индивидуальных ответных реакций до получения достоверно фиксированных 
токсикологических или гистологических реакний принесет несомненную пользу пациентам. 

В настояшее время и лля разработки новых лекарств применяются метаболомические ис- 
следования. Доказательством этому являстся создание в США. Японии н Енросоюзе неболь- 
ших компаний с пелью выполнения различных метаболомических анализов для более крупных 
фармацевгических организаций. Одна из задач этих компаний заключается в быстром получе- 
нин ранних метаболических маркеров токсичности (или безопасности) лекарств. что может ис- 
пользоваться аля оцсики качества и безопасности лекарственных средств для людей и живот- 
ных. Другая задача заключастся в открытии новых метаболических маркеров. образующихся в 
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организме человека в ответ на действис лекарств, которые могут в дальнейшем использоваться 
для выявления людей, реагирующих на то или иное всшество особым образом. По сушеству 
мегаболомика ускоряет нропесс создания лекарств и значительно увеличивает шансы на бс- 
зопасное и эффективное их применение. Мегаболомика и мстабономика позволяют отличить 
«нормальный» мегаболизм от «измененного». 


Заключение 


Генетическая токсикология оценивает результаты воздействия химических и физических 
агентов на генетический материал и генетические процессы в клетке. 

Пронессами метаболизма клеток. их делением и лифферениировкой управляет сложная сеть 
молекулярных взаимодействий, определяющая уровни эксирессни различных генов. инфор- 
мацию о когорых можно получить с помошью биочипов. 

Новые высокопроизволительные техпологии. применяемые в генетической токсикологии. 
позволяют илеитифипировать многие мутагены, оценивать риск действия различных зокси- 
кантов и развития побочных эффектов лекарственной терапии в зависимости от индивиду- 
ального гено- и фепотипа. 

Масс-спектромстрический анализ полиморфизма ДНК — эффективный способ опрелеле- 
ния полиморфизма с очень низкой стоимостью одного определения и высокой произво- 
длительностью. Возможность мультиилсксного определения мулапий или замен позволяег 
определять до 1 000 000 точек в лень. 

Знание метаболома булет способствовать полному выявлению структур генома и протео- 
ма, и таким образом можно будет поянсе понять интерактивную прнролу клеточных реак- 
ций на химические агенты. В настоящее врсмя разрабатывают «белковые» мнкрочипы для 
определения протсома. но это уже область новой науки — протсомики. 


Глава 4 


МЕТАБОЛИЗМ ТОКСИКАНТОВ 
ИЛИ ХЕМОБИОКИНЕТИКА? 


Из псех услуг. которые могут быть оказаны няуке, 
величайшая 1з них — ниедение в сс обиход полых илей. 


Д. Томпсон 


Бифуркация (от лат. М — апойной и Ѓигса —- развилка} — 
термин, алекпатно онзсыплюший елниичное событие, 
которое самым решакнпим образом сказывается на 
формировании булунюго. 


Одной из фунламентальных залач токсикологии является опрелеление молекулярных меха- 
пизмов гибели клегки при токсических возлействиях. Токсикокниетика экзогенных химичсс- 
ких всшеств в организме и токсикодинамнка их взаимолействия с бносистемами. совместно 
формирующие токсикогенез. или происсе отравления (заболевание химической этиологии). 
характеризмются определенным лля конкретного токсиканта патогепезом и симптомокомплек- 
сом морфофункпиональных нарушений. При этом токсикант и бнообъскт образмот сложпуо 
систему. которой присуши такне свойства, кик иерархичность, незамкнутость. диссипания, 
неустойчиность, неравновесность. нелинейность, 

Преврашения токсиканта в организме начиная с момента поступления — это пропессы, 
протекающие во времени и с изменснисм ето коннентрапии, т.е, кннегические, Термины эфар- 
макокинетика» и •токсикокипетика» сложились исторически. и различие межлу ними связано 
со сиснифическими залачами фармакологии и токсикологии. Термин «метаболизме включа- 
ет описание всех этапов (абсорбния, расиредсленне, накопление, биогрансформация и вы- 
леление) пребывания токсиканта в оргапизме, но не отражает пременную зависимость тече- 
ния любого из иих. Термины «биотрансформация» и «метаболизм» не являются синонимами, 
хотя перелко в литературе их используют именно так. Незавно был предложен новый термин 
(Б.А. Курляняский. В.Л. Филов) — «хемобиокинетика» (кинетика химического вешества в био- 
логическом объекте). Согласно опрелелению апторов, хемобиокиинстика — раздел токсикологии 
о путях поступления. механизмах всасывания, распрелеления. биотрансформации в организме 
и нывелении токсичных химических вешеств. Введение этого смкого термина в номенклатуру 
токсикологии. по-видимому. оправлано. Далее в текеле термины «метабодизм» И эхемобноки- 
нетика» используются как синонимы. 

Метаболизм токенкантгов (хемобиокинетика) обусловлен генетически детерминированной 
бнохимической пиливизуальностью кажлого человека. наслелственный полиморфизм которого 
сформирован на протяжении эволюции постоянно проекающими процессами мутации генов 
и шшянием отбора. У человека сушествует генсгический контроль над метаболизмом посту- 
наюших в организм химических соединений. Гены прелрасположенности в зависимости от их 
роли в метаболических процессах и особенностей субстратов ферментативных реакций подраз- 
леляют на гены метаболизма. гены-триггеры (гены трансдукцин, или переноса сигнала) и гены 
клеточных рецепторов. Понимание мсханизмов влияния генетических факторов на ирояцле- 
мие токсического эффекта стало возможным линь в связи с развитием метолов молекулярной 
биологии и реализацией программы «Геном человска» (см. гл. 3). Достижения молскуляриой 
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биологии и медицины последних лет изменили представления о системе биотрансформанции и 
транспортеров токсикантов, цель функционирования которой — прелотврашение проникнове- 
ния токсикаптов в системный кровоток. органы и ткани. снажение их биологической актив- 
пости. уменышение липофильности и новьннение гилрофильности для облегчения вывеления 
и улаления (экскрении) из организма. Активность ферментов биотрансфюрмапии и системы 
транспортеров (спецнализнрованных белков-переносчиков) — главный лимитирующий фактор 
метаболических пронессов в организме. Транспорт кеснобиогиков играет значительную роль в 
развигии токсического эффекта. Белки, осушествляюние транспорт. являются важными детер- 
минантами распределения токсиканта. Один из наиболее изучениых транспортных белков — 
трансмембранный белок Р-гликопротсин — АТФ-зависимый насос (см. ниже), основными 
функциями которого являются препятствие всасыванию токсикантов в тонком кишечнике и 
прелотврапение их пропикновсния через гистогематические барьеры ири попадапии в орга- 
низм. а также скорсйшее вывеление печенью в желчь и почками в мочу. Р-гликопротсин явля- 
ется продуктом гена МОКЕ, лля которого характерен полиморфизм. 

Гси МОКЕ. кодирующий Р-гликопротсин, приналлежит к генам. отвечающим за клеточную 
зашиту. Его гиперэксирессня опрелеляст устойчивость клетки к ряду химиотерапевтических 
препаратов, известную как множественная лекарствспная устойчивость. В систему биотранс- 
формацин и трапснортеров токсикантов включены ферменгы [и И фаз биотрансформания. а 
также грансиор'еры органических анионов и катионов. осуществляющие выведение токсикан- 
тов печенью в желчь и почками в мочу (см. ниже). Для генов. кодирующих эти белки, так же. 
как и для гена МОВІ, характерен полнморфизм. Вклал генетических факгоров в вариабель- 
ность ответной реакции организма на введение токсиканта составляег от 20 ло 95%. На ссгод- 
няшний день накоплено множество примеров, показывающих, что эги различия обусловлены 
варнантами пуклсотидной носледовательности генов. колируюших ферменты биотрансформа- 
пии токсикантов. молекулы-нерсносчики аскарств и ренситоры, взаимолействуюнщие с лекаре- 

твами. В отличие от других факторов. 
наслелственная детермииированность 
отвела остастся постоянной на протя- 
| жении всей жизни индинила. 
асай 5 Метаболизм токсикантов (хсмобио- 


о кинетика) — высококоорлинированная 
с В кеа и целенаправленная клеточная актив- 
Е А Связывание + | ность. действие когорой обссиесчиваст- 
д н Бибтенсфбриция ся участием многих взаимосвязанных 
А 1 Действие“) мультиферментных систем и транспор- 
м Г геров. а конечным этапом является вы- 

{ всление токсикантов из организма. 
Понятие «метаболизм токсикантовВ». 

СЮР 
: как указано выше. объединяет процес- 
{ сы токсикокинстики и биотрансформа- 
ции ксснобиотикон в организме чело- 
Рис. 4-1. Схема взаимодействия оргаинзм — токсикаит. века и животных (рис. 4-1). 


4.1. ТОКСИКОКИНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 


Локсикокинетика изучает качественные н количественные закопомерности резорбции. распре- 
асления. накопления ксснобиотиков в оранизме и вылелепия продуктон их катаболизма. Глав- 
ной залачей токсикокинетики является установление, каким образом доза и способ воздействия 
вещества на оргапизм влияют на развитие токсического процесса. Появление и развитие этого 
разасла токсикологии связаны с разрабол кой и инедлрением в практику современных высокосс- 
лектизных и снецифичных методов обнаружения и количественного определения токсикантов в 
биологических срелах. Достижения в разработке методов математического моделирования ток- 
сикокинетических процессов оказывают серьезное влияние на развитие токсикокинетики. Зна- 
ние и использование токсикокинетических характеристик вешества позволяет алекватно выбрать 
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органы и биологические жидкости. подлежашис химико-токсикологическому исслепованию с 
целью обнаружения токсиканти в организме. правильно интерпретировать результаты химико- 
токсикологического анализа и решить рял других важных вопросов. связанных с устаповлепием 
причины отравления, а также применить наиболее эффективный способ дстоксикапии и ле- 
чения. Токсикокинетические исследования необхолимы при разработке новых лекарстиснных 
препаратов и форм. а также ири проведении их клинических иснытаций. 

Биотрансформация ксенобиотиков — процесс нреврашения токсичных вешеств в организме, 
конечная цель которого сокрашение времени воздействия ксенобиотиков. 

Отвег метаболических структур и морфофункинональных комилексов организма на хими- 
ческую агрессию носит кооперативный (суммарный) характер. что связано с флюктуапиями, 
вероятностью ноявления бифурканий! и образования лиссипативных систем”. Поэтому в ток- 
сикологии так важно понятие о критических точках — пороговых. эдирективных и средиссмер- 
тельных дозах и копаенграциях (см. гл. 2, 5—11, электронное приложение). 

Организм — сложная гетерогенная система. состояшая из болыного числа компартмснтов 
(камер), разделенных биологическими барьерами. Например, под гистогематическими барь- 
ерами понимают сонокупность физиологических мсханизмов. регулирующих обменные про- 
пессы межлу кровью и тканями н тем самым обсснечивающих постоянство состава и физико- 
химических свойств тканевой жидкости. а также задерживающих переход в нес чужеролиых 
вешеств из крови. Всасывание (абсорбция) — пронссе поступления токсиканта из места ввс- 
ления в системный кровоток происходит при всех путях введения. кроме виутрисосулистого. 
Молекулы или ионы токсикантов, поступая из окружающей срелы. проникают в организм 
через клеточные мембраны различных биологических систем, а также через сложную систему 
эндомембраи внутри клетки. Все токсикокиистические процессы происходят на молекулярно- 
клеточном уровие. поэтому токсикокинетические характеристики вещества определяются не 
только его природой, но и свойствами и функциями клеточных (внутриклеточных) мембран. 

Цитоплазматическая мембрана клеток всех живых оргзнизмов постросиа одинаково. В на- 
стоящее время паиболыним признанием нользустся жилкостно-мозаичная модель мембраны. 
препложенная в 1972 голу Сипгером и Николсоном. Мембрана состоит из бислоя липидных 
молекул. Молекулы белков встраиваются в слой линилов. располагаясь как на его вненшей и 
внутренней поверхности, так и в сго толще (рис. 4-2). Толшина мембраны равна 7,5—8 им. 

Перехол вешеств через биологические мембраны осушествляется олним или несколькими 
механизмами: 

» простой лиффузией через мембраны (низкий градиент коннентрации}: 
• фильтрацией через поры мембран (паличие мембраиных белков, формирующих в липидном 
слое селективные и неселективные каналы); 

облегченной диффузией ( паличие сненифических белков-переносчиков): 

энлонитозом (пинопитозом) — активным транспортом. который включасг процессы пе- 

реноса. требующие затраты энергии. участия белков-переносчиков и протекаюнше против 

градиента кописитрации. 

Диффузия. Скорость диффузии токсичных вешеств через мембрану является функнией гра- 
диента концентрации. При этом большее значение имеют плошаль поверхпости мембраны, ее 
толщина и константа лиффузии токсиканта. Константа диффузии сослинения зависит от его 
липофильности, молекулярной массы. пространственной конфигурании, степени лиссоциации 
(в случае слабого электролита). 

Процесс лиффузни. представлсиный па рис. 4-3. описывается законом Фика. 


Зои, е — 04-й = — ВАС, — С). 


где 20, „/4 — количество диффуидирующего вещества за единицу времени (скорость диффу- 
зин): р — коэффициент диффузии; А — плошадь поверхности мембраны; 4 [С.,|/ 4% — тради- 


‘' В исравновесной термодинамике (сстестенной изуке. занимзющейся изучением динамики и эволюнии систем в 
окружающем пас мире) термиш «бифуркания» применяегся для характеристики фундаментальной особситюсти понелс- 
ння сложных систем. позвержениых сильтым возасйствиям и напряжениям в перлановссных состояниях и услонинА. 
`Диссииативные системы — системы, полная энергия которых (сумма кпистичсской и нотенпиальной энергий) при 
движении убынаст, псрехоля в другие вицы энергии, например в теплоту, т.е. вроисходиг диссинация энергин. 
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Пронзающие 
епки Внешние 
КМ 


М Погруженные 
Рис. 4-2. Схема стросния биологической мембраны. 

А Мембраиные белки могут пронизывать бислой насквозь, примыкать к биспою или погружаться в 
него. 

Б. | —иитегральный (пронзающий) белок: 2 — периферический белок: 3 — гликопротенны: 4 —гликоли- 
пилы (мембранообразующие): 5 —хоасстерол; 6 — олигосахаридный фрагмент, ответственный за распо- 
знаванис висшних сигналов и имунный ответ: 7—элемеиты цитоскслета. 


ент концеитрания токсичного всшества; (С, С) — 
кониентрация токсичного вешества снаружи и внуг- 
ри клетки. 

Диффузия происходиг в направлепии наления 
коннентрации вещества, ведёт к равномерному рас- 
пределеснию вешества по всему занимаемому им 
объёму. не требуст затрат энергии и возможна в 
обоих направлениях (как в клетку, чак и из нее). 
С ростом молскулярной массы вешества коэффи - 
пиеит диффузии заметно снижается. Липофильные 
токсиканты споболно диффунлируюг через мембра- 
ну. Малые почярные незаряженные молекулы. на- 
пример. МН,. Н.О, этанол также лиффундируют с 
достаточно большой скоросгью. 

Ветсства с очень высокой лииофильностью не 
пропикаюг через мембрану. Для всех ионизиро- 
ванных молекул. независимо ог размера. липидная 
мембрана ис проницасма. Гидрофильные токсикан- 
ты не могуг беспренятственно преодолсть липидный 
бислой мембраны. Транспорт таких молекул воз- 
Рис. 4-3. Схема пассипной лиффузии гокси- можен. во-первых. благодаря мембранным белкам. 
каитов через мембрану. Красные кружки —  формируюним в липилном слос каналы (поры). 
иейтральное лниофиаьное пеиеств: тре- заполисиные волой. Механизмы проникновения 
угольники — диссоннированное гидрофиль- токеикантов при номоши фильтрации через поры 
нос ненестно (по таяв Н. ог ай. 2000). мембраны (несслективные и селективные каналы) 

булут рассмотрены пиже. Во-вторых. наличие спе- 
инфических белков-переносчинков (транслоказ). избирательно взаимолействующих є опреде- 
ленными лигандами. облегчает их перенос через мембрану (облегченная лиффузия). Скорость 
транспорта веществ облегченной лиффузией зависит ог градиента концентраций переносимого 
вешества и ог количества белков-иереносчиков в мембране. 

Активный транспорт веществ через мембрану осушествлястся против градиента кониситра- 
нии. с затратой энергин и при участии спепиализированных белков — пермеаз, истросниых в 
мембрану. Механизм работы пермсазы заключается в спепифическом связывании переносимо- 
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го вешества на внешней поверхности мембраны, послелующего фосфорилирования с помощью 
АТФ и изменения конформации пермеазы. в результате чего пергносимое соелинение оказы- 
вается внутри клетки. 

Ионные пасосы — транспортные АТФазы. например №а’. К. Са*-АТФазы. являются еше 
олним важнейшим вариантом актианого транспорта. Принвип действия такого насоса апало- 
тичен работе пермеазы. Белки ионного насоса могут нахойиться в лвух конформаниях. В ойной 
конформации белок связывает. мапример 3 иона нагрия. в лругой — 2 иона калия. 

Перенос через меморану макромолекул осушествляется энлонитозом. механизмы которого 
отличаются ог перечисленных ныне. Эндопитоз (фагоцитоз и пиноцитол) — перемос вешества 
из среды в клетку омссте с частью плазматической мембраны грис. 4-4). 

Как видио на рис. 4-4, везикулярпый транспорт заключается в том, что часть мембраны 
захнатьваст близлежаший участок внутриклеточной жидкости с расгворсиным в ней вещес- 
твом и лалсс нолучившаяся в результате везикула транспортируется через виутриклеточнос 
пространство к протипоподожной мембране или разрушается спеннальными органедлами (ли- 
зосомами) клетки. полиергая находяшесся в ней всщество биотрансформации. 

Более спспифичный и независимый от кониентраини токсиканта пройесс состоит из нее 
скольких этапов. В начале траиспортируемое вещество взапмодейо вуст с ренентором, располо- 


Везикулярный о 


5 ©. ° 
2) 


Лизосомв Фагопизосома 


Внеклеточная 
жидкость 


Рис. 4-4. Энлоцитоз (активный транспорт) токенкантов через мембрану: трацсиитоз (везикулярный тране» 
порг} и молулироваиный ренентором эндонаиол (по атап Н. ста, 20). Пояснение в тексте. 
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женным на внешней поверхности мембраны (см. рис. 4-4. 1 и 2). При этом часть реисптора, ко- 
торая расположена в цитоплазме клетки. взаимодействует со спениализированным белком (см. 
рис. 4-4, 3), называемым алаптином (адаріпе). Полученный комплекс токсиканта с рецептором 
и белком мигрирует в определенную зону мембраны. на которой уже сконцентрировались другие 
аналогичные комплексы. окаймленные спениализировзнным белком — клатрином (Чайип). пг- 
раюшим олну нз главных ролей при образовании везикул (см. рис. 4-4, 4). На следующем этапс 
«окаймленные ямки» Иа определенных участках мембраны втягиваются в клетку. отделяются от 
мембраны. образуя везикулы — пиноцитозные пузырьки (см. рис. 4-4. 5). Иахолясь внутри клет- 
ки, везикула практически сразу теряст клатриповую оболочку (см. рис. 4-4, 6) и алантины (см. 
рис. 4-4. 7). Далее разрушается комплекс вешества с реисигором. который возврашастся на свое 
место на мембране (см. рис. 4-4. $). Само же вешество (см. рис. 4-4, 9), попав во внутреннюю 
область клетки. нелспаправленно доставляется к месту назначения — ядру. аппарату Гольлжи 
или другим органеллам. ис смешиваясь с другими макромолскулами клетки. 

Экскреция макромолекул из клетки во внеклеточное пространство но аналогичному мсха- 
низму пазывается экзонитоз. 

Транспортпыс белки играют важисйшую роль в регуляции абсорбции, распрелеления 
и экскреции многих токсикантов. Наиболее изученными среди пих являются члены 
семейства аленозинтрифосфатов (АТФ). Один из них — Р-гликонротенн — кодируется геном 
еловска АВСВІ. имепусмым также МОК1. Основной функиией Р-гликопротсина является 
энсргозавмсимый транемембранный транспорт очень многих токсикантов за счет гидролиза 
АТФ (см. ниже). Далее в зависимости от рассматриваемых токсикантов булет даваться пояенс- 
ние о нреоблалающем механизме транспорта, действуюшем в том или ином случае. 

Начиная с момента постунления ксенобиотика в организм и окапчивая вынсдением вешества или 
пролуктов его метаболизма. происходят токсикокинетические процессы, которые можио разделить 
на три фазы. Это — абсорбиия (резорбция). распрелеление и вывеление вещества (рис. 4-5). 

Первая фаза — фаза абсорбции. или резорбиии. характеризующаяся проникновением вс- 
шества в кровь (см. рис. 4-5 — из желулка и кишечника). В течение этой фазы кониситрацпия 
вешесгва в крови постоянно возрастает и достигаст максимума. Вторая фаза (о-фаза) — фаза 
распределения вешества пе органам и тканям в осповном за счет кровотока характеризуется 
максимальным эффектом воздействия токснканта. Концентрания вошества в плазме крови 
заметно снижается. в том числе за счет процессов биотраисформании. В течение третьей фазы 
«В-фазы) осуществляется вывеление всшества изн его метаболитов из организма. В этот пернод 
скорость уменьпения концситрапин вешества в плазме крови снижается. 

На токсикокинстичсскис парамстры ксенобиотика оказывают влиянис прирола токсиканта 
и свойства биологических структур оргапизма (габл. 4-1), значение которых будст показано 
лалее на қопкретных примерах (см. гл. 7-11. электроннос прияожснис). 


Таблииа 4-1. Влняние на токсикокинетику вешесгва нриролы токсиканта и свойств бнолотических струк- 
тур организма 


Природа токсиканта Свойства биологических | Примечание 
Е } структур организма 
Химическое строение Наличие химических сослинсний, См. гл. 2 
способных ветунать во взаимодлейс- 
(твяе с токсикантом 


Размер молекулы Свойства биологических барьеров От размера молекулы токсиканга зависит 
(например, наличие и размер пор в способность вешества лиффунлировать че- 
‚различных мембранах) рез поры биологической мембраны 
Линофияьность Липофильность биочогичсских |Определяст способность вчпества накап- 
структур ливаться в соответствующих тканях 
Способность к иони- | Скорость биохимических ироисс- | Соотношение ионизированных и иснони- 
зацпи при опролелен- сов зированпых форм молекул токсиканта оп- 
ном значении рН релеляег способ его проникновения через 


бнологнческие барьеры. 

Генетические особликюти организма оп 
релеляюг скорость протекания физнко-хи- 
мических процессов в организме 
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Фаза абсорбции 
(прониянсєение 
ва из желудка 
ь кишачнига в кровь) 


Рис. 4-5. Асорбния. риспрелеление и вывеление ксенобнотика — токсикокинегические процессы (по 
тшп Н. аш, 2000). 


Распределение. После абсорбции всщества попадают в кровь. а затем в органы и ткани. 
Главной хараклеристикой распределения токсикантов в организме является псравномер- 
ПОСТЬ. 

Кониентрацию вещества в плазме крови в зкбой момент времени 1 принято рассчитывать 
по формуле: 

С=С 


где С — кониситрання вошсства в любой момент вреысии. моль/л; С, — концентрация вс- 
шества в момент внеления. моль/л; К — константа элиминацин; 1 — время, прошелтее после 
ввелення венгества. 

Для того чтобы рассчитать С. пужно знать тот объем. в котором распрелелястся вошество. 
Это и есть объем распрелеления. когорый пе является физиологическим объемом и может быть 
мепыпе. чем объем плазмы или крови. а для некоторых веществ — больию. 

С, ранно количеству вешества в организме, деленному на объем распределения. поэтому 
объем распределения характеризуется отношеннем общего солержания нешестна и организме 
к содержанию сго н плазме. 

Объем распределения (кажущийся объем распрелелсиня вешества) У, — гипотетический 
объем жидкостей организма. необходимый лля равномерного риспрелеления всей дозы по- 
ступившего в организм вещества в концентрации. равной его коннентраини в крови в моменте 
исслелования. 

У, выражается в литрах на | кг массы и определяется соогпошеннем: 
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Г = Д/С, 


где И — объем распределения; Р — поза вешества в молярной или массопой концентрации на 
1 кг массы тела; С — конпентрапия вешества в крови, моль/л. 

Объем распределения характеризует степспь проникновения веществ из плазмы крови и 
внеклегочпой жидкости в ткаци и денонирования в них (табл. 4-2). Для линофильных сосли- 
нений, легко проникающих через тканевые барьеры. характерно высокое значение У,. Если 
всшество в осповном циркулирусг в крови. У, имеет низкие величины. Сильное связывание 
молекул токсиканта тканями приводит при расчстах к большим значениям объема распредс- 
ления. 


Таблива 4-2. Диапазон значений У, 


У, пкт ааыа аена тазалан ал зло а. с Иьала А аласала ъа 
До 0.10 Высокая степень связывания тюксиканта с белками плазмы 
0.10—0.27 Удерживание токсиканта висклсточной жидкостью 
(1.27— 0.40 Поступление токсиканта во впутриклеточпую жилкосгь 
0.40—0.53 | Равномерное распространение токсиканта в общей водной среле организма 
Ближе к 1 Тканевая секпестрация токсиканта 


У используют при опредслении константы элимннации и периода полужизни. или псриодӣ 
полувыведения вещества (, „. 

Элиминация включаст процессы. приволяшие к снижению содержания чужеродного вешест- 
ва в организме. т.е. бпогрансформацию. депонирование и экскрецию. Экскреция — вывеление 
токсиканта и/или его метаболитов ил организма во нисшиюю среду без лальнейшего измене- 
ния их химической структуры. 

Осповные количественные характеристики элимиизиии устанавливают по графику зависи- 
мостн концентрании вещества в крови (С) от времени, прошелшего после приема этого ветисства 
(и. Мерой скорости элиминаиии вешества являстся величина угла наклона касательной к кривой 
(рис. 4-6). проведенной в интересующей исследователя точке. Скорость элиминаини уменынаст- 
ся с течением времени, поскольку уменышается величина С. Однако неизменной характеристи- 
кой происсса остается коэффиниенг пропорционалыюсти К’. На рис. 4-6 показана зависимость 
концентрации всшества в плазме крови от времени. прошедшего после сго введения, а также 
условные границы лиапазона кониентраний — от нелействуюших ло токсических н выше. 

Период полувыведения. Скорость вывеления токсиканта характеризуется периолом полувы- 
веления 1 „ (или Г). 


Диапазон 
концентраций 


Токсическая 


Терапевтическая 


Концентрация в плазме крови 


Усповно действующая 


Недействующая 


о 1 2 К) % 


Е Врема 


Рис. 4-6. Зависимость концентрация вещества в плазме крови от времени поступления в организм. 
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Со — это время, за которое концентрация вешества в плазме крови снижается на 50%. По- 
этому из формулы С = С, -е“, при тг = т, следует. что С = С,/2. 


С = Сел, пу =, |, = 12 = 0.693/К. 


Периол полувыведения измеряется чаше всего в часах. Эгу величину опрелеляют по графи- 
ку зависимости концентрации вещества в крови или плазме от времени. 

Олиовремсиное внедение исскольких токсикантов может стимулировать или полавлять ско- 
рость выведения каждого из мих. &, „ зависит и ог рН мочи. 

Константа элнминации отражаег скорость выведения вещества из организма, 

Биодоступность 

При любом способе постунления токсиканта, кроме внутривенного. далско не все коли- 
чество вешества достигает кронсносного русла. так как вещество не полностью всасывается в 
желулочно-кишечном тракте (ЖКТ). а также нпактивируется печенью нли экскрстируется с 
желчью. Поэтому используют понятие «биолоступность». т.е. степень абсорбции токсиканта в 
кровь при виесосудистом ввелении относительно внугривенного введения. 

Для суждения о биолосгупности обычио измеряют плошаль под кривой (АОС — агеа ипдег 
е сопсспианоп усгзи$ те сигус). отражающей зависимость между концентрацией ваисства 
в плазме кровни и времсием. поскольку этог показатель прямо пропоринонален количеству 
вещества, попавшему в системный кровоток. Биолостунность вешсства при внутривенном вве- 
депми принимают за 1. 

Биодосгупность токсикантов имесг значения от 0) до 1. Реальные значения биолоступности 
всегда менес |, что отражает частичную абсорбнию вешсства в кровь (системный кровоток). 

Биолоступность в завнсимости от пути введения токсиканта в организм нрелетавлена в 
габл. 4-3 и на рис. 4-7 


Таблица 4-3. Биолоступиость пешества в записимости от пути ввеления 


аа имет Бола а Р 
Путь введения Биолосгупность, 9 Примечание — 

Внугривспный 100 (по определению) | Наиболее бысгрый эффект 

Внугримышечный 75—100 Возмож:юєсть введения больших объемов прена- 
ратов; может быгь болезненным 

Подкожный 75 — < Объемы ввеления меныйс. чем при внутримы- 
нечиом: можег быть болезненным 

Прием внутрь (оральный) 5 — <100 Наиболсе удобен; может быть значительное 


синжение эфхректа действия после первого иро- 
хожления токсиканга через нечень 


Диапазон _ 
& концентраций 
© Токсическая 
Е 
© 
с 
с 
> 
< 
т 
8 Терапевтическая 
ЗЕ Условно действующая 
Недействующая 


с : 2 з 4 5 Время 


Рис. 4-7. Биолоступиность вещества в зависимости от пути нвсясиия. 
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Окончание тадл. 4-3 


Ректальный за — <100 Менее заметен эффект первого прохождения 
через печень, чем при оральном введении 

Ингаляннонный 5 — <100 Часто очень быстрое действие 

Транедермальный 80 — <100 Обычно очень медленная збеорбиня; пролонги- 


рованное действие; отсутствие эффекта первого 
| прохожления через нечеть 


Биолоступпость неорганических всшесть варьирует от 0.0] ло 1009 в зависимости от их 
прнроды (см. гл. &). 

Клиренс (СИ вешества опрелслястся условным объемом плазмы крови (в литрах. миллилит- 
рах). из когорой вешество пояностью удаляется за единицу времени (секунды, часы). Единицы 
измерения СІ — л/с. д/мин, л/ч. а при расчете на сдиницу массы тела — л/(кг’с). д/(кг'мип) 
лАкгч). Сі — величина. характеризующая инливилуальное вещество. 

Общий клиренс (СІ, „) обьслиняег все пронессы. участвуюние в элиминании. 

Клиренс рассчитывается путем деления величины введенной дозы па величину площади пой 
кривой зависимости кониентрании вешсства в илазме крови от времени. прошелщего после 
его введения. Следовательно. чем меньше СІ. тем медленнее вешество выволиися из организма. 
Можно рассчитать отдельно почечный клиренс. клиренс желчью или вылыхаемым воздухом с 
учетом количества вещества, вылслясмого через эги органы (табл. 4-4). 


Таблица 4-4. Респираторный и метаболитический клиренс некоторых растворителей у человека (За А., 
“акайта Т., 1987) 


Растворитель Респирагорный клиренс Метаболитический клиренс 
а орут инте офи е 
Бензол 43 36 75 64 
Толуол 22 18 100 82 
Кеилод | 13 4 116 90 
Стироа 6 4 157 96 
Хлороформ 33 23 108 | 77 
1.2-Лиллороэтан И 12 130 38 
Тетрахлорил углерола 140 93 Е я 
Трихлороэтнаен 36 25 104 75 


Периол полувыведения являстся функцией объема распределения и скорости элиминации: 
и >= 1102: МУСІ, 1. 


Из уравнения следует. что чем болыце объем распределения при олиом и том же значении 
влиренса, тем долыне выводится вешество из организма. Увеличение клиренса сокрашаст пс- 
риол палувыведения. Соотношение между значениями клиренса. объема распределения и вре- 
мени полувывеления всіңестгва для олнокамерной модели (см. ниже) выражается формулой; 

=К.\М = = . 
С, = К: М, 02 УЛ, 


ей 


Токсикокинегические параметры конкретных веществ рассматриваются во второй частн кин- 
ги 4см. гл. 7—11) в связи е методами их обнаружения и определения в биологических объектах. 

Камеры. Для измерения микро- н нанограммовых концентраций токсикантов пспозьзуют 
четолы высокоэффективной жилкостной и газовой хроматографии, масс-спектрометрии. ра- 
зиоиммунпого нли иммуноферментного анализа. полярографни. спектрофотометрии и т.л. (см. 
гл 6). На основании полученных данных строят график. по оси абсцисс которого откладывают 
время. п по оси ординат — копненграцию токсиканта в биологической пробе (папболее часто 
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в плазме крови) в соответствукимих елипинах. Кривая •коицеңтрапия— время» характеризу- 
ег токсикокинетические нроцессы. пронсходяшие с исслелусмым веществом (см. рис. 4-6). 
На основе полученной зависимости строят токсикокинегическис модели, используя специ - 
альпыс компьютерные программы математического модслирования. В таких моделях принято 
выделять компартменты (камеры, части). янляюшиеся условным отражением определенных 
сред и тканей. в которые поступает токсикант. Расчет повеления токсикаита в многокамер- 
ных моделях позволяет описывать и предсказывать динамику изменения его концентрации в 
крони, моче. ликворе и тканях. Для математического моделиронаняя токсикококинейнеских 
пронессов организм представляют в виле одной или нескольких частей (камер). ограниченных 
пропицасмой мембраной. в которых ранномерио расирелеляется токсикант. Понятие «камери» 
условно, так как за ним не стоит какое-либо анатомически ограниченное пространство; это 
елинииа формализованной токсикокннетической снстемы. 

Олнокамерная модель, при которой организм представлен в виде единой гомогенной каме- 
ры. — самая простая токсикокинетическая модель, приголная для опрелеления концентра- 
ции токсиканта в нлазме крови или моче. Такая модель прелполагаст, что изменения 
кониентрацин токсиканта в плазме отражают изменения его содержания в тканях. Система 
быстро достигает устойчивого линамического равновесия между поступлением токсикантя 
в кровь и пыхолом из нсе. Большинство зоксикантов поступают в 1кани и выходят из 
них достаточно мелленно. Согласно олпокамсрной модели. скорость вывеления вешества 
из организма постояциа. характеризуется коистантой выведения, или элиминапии (К,). и 
проноринональна его концентрации. что противоречит результатам эксперимента н данным 
исследований. полученных при изучении фармакокинетики лекарственных прсиаратон па 
лобронольцах. Нанболсе приближены к реальности двух- и грехкамерные модели (рис. 3-8). За 
центральную (обычно меньшую) камеру принимают плазму крови, составляющие ее элемен- 
ты и хорошо иерфузирусмые органы (серлис. чсгкис, песнь. почки, эндокринные железы). 
за периферическую — плохо перфузирусмые органы (мышцы. кожа. жир). В этих камерах 
токсикант распределяется с разной скоростью: бысгро — в иснтральной и медленно — в ис- 
риферической, после чего частично выводится. 

Конпентрания токсиканта быстро снижастся из-за распрелеления по органам и тканям (о-фаза. 
см. выню), те. по периферичсским каме- 
рам. Далее наступает В-фаза — интенсивное к, 
выведение токсиканта и его перехол из пе- Ы 
рифа ТА киисрн и в с аа 
ло тех пор, пока между камерами не Насту- модель 
пит состояние пинампческого равновссня. 

Кинетика распределения вещества в такой | к, 

молели характеризуется тремя константами: М 
константой скорости выведения (К,). коис- 

тантой элимипацин из центральной в пери- | 
ферическую камеру (К_.. К,_,). коистантой У к 
нерехола из периферических камер в цен- Е" 
тральную (К, ‚. К, 1). Выволихся токсикант аам иа (+) >=. 2 
из организма только через пентральную ка- к. 

меру. периферические служат дополнитель- | к, 

ным резервуаром. м 

К, — коэффициент абсорбинн гоксикан- | 
та (константа скорости процесса абсорб- е 
цин токспканта в камеру 1}; К, — коэффи- к Ы 5 
ниент вывслепия токсиканта (константа и А 
скорости процесса выведения токсиканта модель == (+) 
чз камеры 1); К_‚-К,, — коэффиниенты К, 3 | 
скорости обмена веществ между камера- к 
ми (констаиты скорости пронесса распре- та" 
деления токснканта межлу пентральной и рис, 4-8. Камерные токсикокинетические модели. По- 
нериферическими камерами). яенсние в тексте. 


Метаболизм токсикантов или хемобиокинетика? 159 


Р | Математическое моделирование прслусмат- 
у ривает прежде всего обоснование выбора ка- 
| к, к, 5 к. мер и их числа, а также получение численных 
о | =» а.) =» в значений коммуниканионных констант. Лля 
5 выбора камер необходимы сведения о харак- 
Ка | | к, К: гере распрелеления токсикаита в организме и 

3.9 скорости сго выведення из органов и тканей. 
Ка ка Пример математического моделирования по- 

ведения свинца в организме человека- 

Рис. 4-9. Молель обмена спинна в организме чело- При построении математической моле- 
векз. Пояснение в тексте. ли обмепа свинна (рис. 4-9). так же. как 


и других элементов, исхолят из того, что 
общие закономерности обмена в организме животных и человска (тив распределения. ос- 
новные депонирующие органы) тождественны. Поэтому структура молели метаболизма 
зля человека принята аналогичной молели для лабораторных животных и состонт из 4 ка- 
мер. О, — камера. в которой кониентрация иопов свинина, содержашегося в крови. посто- 
янно увеличивается за счет ингаляпионного и перорального поступлений (Р). Кровь — это 
система транспорга, обеспечнваюная поступление свинца в другис ткани (К, , и К, ,). его 
экскрепию из организма с мочой (К, .) и калом (К, „). О, и О, — камеры. в которых кон- 
ентрания свинца соответствует его кониснтраниям в депонированных тканях. В костях 
скелета опрелеляют две концеитрации элемента: в камере О, — лабильную. которая изме- 
няется из-за постоянно идуших обменных процессов с кровью (К, , и К_,) и в камере О, — 
относительно стабильную кониентранию. характеризуюшую долговременное лепонирование 
свинца в костях (см. гл. 8.5). Органы и ткани. пе обладаюцие тропностью к свинину. имеющие 
близкие скорости обмена. объелинены в камеру О,. 

Коммуникационные константы К,, характеризуют скорости перенося свиниа из камеры в 
камеру, т.е. лолю общего содержания токсиканга в камере, переносимую в елинниу времени в 
зругую камеру. Модель, опнсывающая этот процесс. прелставляет систему линейных диффе- 
ренииальных уравнений с постоянными коэффициентами и имссг вид: 


ик +Р, 
а р п 


жс О — солержанис токсиканта н 1-камере; К,, — коммуннкационные константы скоростей 
переноса токсиканта из одной камеры в другую: Р — скорость поступления токсиканта в кровь 
извне; № — число блоков молсли. 

Поскольку интенсивность обменных процессов животных и человека сушсственно различз- 
ются. то прямой перенос этих данных с животных на человска невозможен. Численные значе- 
зня коммуникационных констант опрелеляюг на основании данных литературы. полученных 
при обслеловании лин. контактнруюших с различными концентраниями свинца в воздушной 
среле. и лиц контрольной группы (см. гл. 8.5 и электронное приложение). 

Коммуникационные константы молели. предложенные В.С. Безелем. привелены ниже: 

а. = 0.32+0.05; 


К. = 0.34+0.04: 
К, . = 2.35+0.2: 
= 3540,35; 
к. , = 282048; 
& = 0.54+0.24; 


< = (ООО ПОО. 

Проверка алекватности привеленной молели путем соноставления реалыых клинических 
эзбюаений н данных. полученных расчетным путем. показала. что прогноз, получаемый с 
помощью прелложенной модели. нахолится в хорошем соотвстствни с результатами. полу- 
зеннымн при обслслованни лин. контактнрующих с различными концентрациями свинца в 
зозлушной среде, и лиц контрольной группы. 
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4.2. АБСОРБЦИЯ (РЕЗОРБЦИЯ) И РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ТОКСИКАНТОВ 


Абсорбция (резорбиия) — ппоцссс всасывапия токсиката из месга поступления в систем- 
ный лимфо- и кровоток. Если вещество оказывает поврежлающее действие на месте введения 
(поступления). то такое возлействие называют местным, например лействие сильных кислот и 
шелочей на кожу. Всасывание зависит от пути введения и растворимости гоксиканта в тканях 
в месге его введения. а также от скорости кровотока в эгих тканях. При вмутривенном иян 


внутриартернальном ввелспин токснкант сразу и полостью попалает в кровоток. 
Резорбция ксенобиотиков нз мест поступления в кровь характеризустея коэффиннентом 
резорбним (К,.,). который определяется долей вешества. перешедиісго в кровь из места ввеле- 


ния. 


По СВОИМ химическим И Физико-химическим свойствам большое количество вешеств спо- 
собно как к местному. так и к резорбтивному. пли системному действию. 

На скорость и способ резорбциии (поступления) токсиканта в кровяное русло влияют мно- 
гие факторы (табл. 4-5). 


Таблица 4-5. Факторы. влияющие на скорость и способ резорбини токсикаятов п системный кпоноток 


Е 


Организм 


Токсикант 


Количественные ха- 
рактеристики процесса 
резарбиин 

Условия окружающей 
среды 


фф 


Факторы 
Морфологические особенности 
органа. через который осущест- 
вляется резорбния, плошадь 
резорбгирующей поверхности. 
кровоснабжение органа 


Инливкдузльные особенности 


оргапизма, в частности варпабель- 


ная экспрсссинность Р-гликопро- 
генна 


Молекулярная масса. физико- 
химические свойства, наличие 
геометрических и оптических 
изомеров. конформациониая ус- 
тойчивость (ем. гл. 2.2) и др. (см. 
гл. 2.2 н 7-11) 

Время н площадь контакта био- 
объекта с веществом. введенная 
доза токенканта и т.д. 


Температура. влажность возауха. 
барометрическое лавленис. 


| Время суток в момент воздействия 


Иримечание Е”. 
Также влияют степень напоанения желул- 
ка и кишечцикя; состояние кожных по- 

кровов. верхних дыхательных нутей н т.л. 


Р-глихопротсин оказываст болыное влня- 


ние на экскраешнию ксенобиотиков и метабо- 
литов в МОЧУ. желчь и соясржимое кишеч- 
ника (см. ниже). В гематоэнцефалическом 
барьере мозга (см. ниже! Р-гликопротени 
ограничивает аккумуляцию многих токси- 
кантов. С варнабельной экспрессивностью 
-гликопротеина в двепаднитиперетиюй 
кишке ассониирован сннонимичиый од- 
нопуклеотилный полиморфизм (полимор- 
физм. который нс изменяст амипокислоту)} 
в экзоне 26 (3435С ТГ). Так. у инливилов. 
гомозиготных но аллелю Т. зуоленальная 
экспрессия Р-гликопротеина мевыне. чем 
у люлей с тенотином СС 


Влияет форма (раствор. аэрозоль. таблет- 
ки и т.д.) введения токсикаита 


Скорость и полнота протскаиня процесса 


взаимосвязаны с природой токсиканта и 


особепностями организма 


При гннербарни. например, усилинается 
резорбиня СО. алкоголя, иестинидов н 
ару их токеикантов 

Этп факторы также необходнмо рассмат- 
ривать но взанмосвязи с нриролой токси- 


‚канта и особенностями организма_ 


Энергозависимый трапсмембранный траненорт очень многих токеикантов осуществляется 
белками-переносчикамн. Один из них — Р-гликопротеин — расположен на мембранах эпи- 
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слиальпых клеток тонкой кишки. новерхности желчных канальцев печени. проксимальных 
кавальнах почек и энителнальных клеток. входящих в состав гематоэннефалического и гемато- 
тестикулярного барьеров. Р-гликопротеин влияет на распределение ксенобиотиков за счет ог- 
раничения их абсорбини в кишечнике. облегчая вылелсние путем секреини с желчью и мочой 
и уменьшая их проникповение в головной мозг и яички. 

Резорбния через кожу 

Поступление вешеств через кожу (см. гл. 2.4.5) осуществляется через эпидермис. сальные и 

отовые железы или волосяные фолликулы путем пассивной лиффузии. Резорбиия венеств. 

чмеющих среднюю молскуляриую массу н умеренно растворимых в воде. подчиняется уравне- 
нию Фика. 

Основные факторы. влияющие на скорость резорбинн токснкаитов через кожу. представле- 
мы в табл. 4-6. 


Габлииа 4-6. Основные факторы. влияющие на скорость резорбции токсикантов черсз кожу 


, Еа ан 
Основные факторы > Примечание 1] 
Плошаль колакта Количество всшестна, проинкяющего черел кожу. прямо пройоринональ- 
но нлошали контакта гохсиканта с кожей | 
Анатомическое расноло- Наиболыней способностью к резорбини обладают кожа мошонки. паха и 
ление и морфологическое |иодмышечной визанны. Нанример. ири нанесенни на различные участки | 
состояние участка кожи иснопрежденной кожи фосфорорганического пестицили паратиона показа- 


но. что по сравнениюс кожей мошанки резороция этого токсиканта с наруж- 
ной поверхности нпреанлечья состаиляст 8.6%. волосистой части головы — 
32.2%. чадони — 11.8%, лба — 36.1%. аксиллярной области — 64%. 
Нарушение рогового слоя эпидермиса. снижение жировой смазки. увлаж- 
иснне кожи усилнвают резорбиию токсиканта 


1 


Итпенсивпость кромеснаб- | Скорость кровотока значительно не ваняет на скорость резорбнии через 


жения ‚кожу. Олпако УФ-облученис. температурный режим усиливают пезорбцию 
гоксикантов (см. гл. 2.4.5) 
Прирола токсиканта Лниофильность. размер молскулы и другие свойства (см. гл. 2.4.5) опре- 


|лсляют скорость резорбнии через кожу. например силыю липофильные 
'сосдинения не проникаюг через кожу. 
Наличие в сосгаве токснчиого агента венсств. стимулирующих КОЖНУЮ 
‘резорбиню. например эмульгатора. растворителя. мазевой основы и т.д.. 
тувсличиваст скорость резорбиии токсикарта 

Другие причины Повышение парниального давления газа-токепканта в возлухе увсличива- 
‚ет скорость резорбции ксенобиотика 


Резорбция через слизистые оболочки 

Топография слизистых оболочек в организме чслонека разнообразна. Слизистые оболочки 
выстилают внутренние органы, сообшаюшщиеся с внешней срелой (легкис. ЖКТ. влагалище и 
2р.}. а также глаза. С новерхности слизистых оболочек. как и с поверхности кожи. происходят 
всасыванне токсикантов и их постунление в сисюемный кровоток. 

Многие токсиканты легко резорбируются слизистыми оболочками. которые покрыты нод- 
ной или слизистой гилрофильной пленкой. Резорбтивиая способность различных слизистых 
оболочек во многом близка. 

В табл. 4-7 представлены морфоанатомичсские особенности слизистых оболочск человека. 

Скорость резорбцни болыпинства токсикантов через слизистые оболочки пншеварительно- 
го тракта во многом опрелеляется их растворимостью в липилах и способностью к ионизации 
при определенном рН срелы. Некоторые токсикаиты всасываются путем активного транспорта. 
При ввеленим токсикантов внутрь скорость их абсорбции в разных отделах ЖКТ различная. 

Резорбция в ротовой полости 

В хорошо снабжаемой кровью ротовой полости (рН среды 6.6—6.9) происхолиг быстрое 
всасывание многих находящихся в молекулярной форме токсикантов. которые затем поступа- 
ют в серлне. малый круг кровообрашения и лалес в общий кровоток. Ири резорбини в ротовой 
полости токсиканты распрелеляются в организме. минуя печень. 
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Таблиия 4-7. Морфолнатомичсские особенности слизистых оболочек (Ю.И, Афанасьев. 2004) 


| Синїнстдя оболочка 


Глаз: 
рогонина 


КОНЪЮНКТИВА 


Ротовая полость. 
глотка. пишелол 


Желудок 


Тонкая кишка 


Толстая кишка 


Прямая кишка 


Возлухоносные 
НУТИ: восовая по- 
лось. пос лотка, 
гортань. трахея 


Легкис: 
бронхиальное 
дерево 


чльнеолы 


Среднее ухо 


а 
о 226 


Однослойвый 


Тин эпителия 


Многослонный 

плоский неороговевающий. ув- 
лажиениый секретом слезиых и 
коньюнктивальных желез 


мМпогослойный плоский неорого- 


‚ всвающий 


Миогослойпый, плоский, увлаж- 
нешиый слизью 


Олнослойпый призматисский. 
выдсляст мукоилный секрет 


Олнослойный призматгический. 
Наличие пиркулирных складок, 
порсинок и крипт 


Олнослойный призматический 
склалчатый. Наличие пиркуляр- 
ных складок и крипт 


Олнослойный  призмаический, 
многослойный кубический и 
многослойный плоскни оротове- 
знающий 


Миогорялный призматический 
реснигчагый. Содержит сскрег, 
омывающий обонятельные рес- 
ПИЧКИ 


Мвогорядный нризматический 
реснитчагый п олнослойный ку- 
бический 


Неправильной уплоненной фор- 
мы с нигоплазматическимн вы- 
ростнми и иилиндрический 


плоский 
рический и реснитчатый 


пнаннд- 


а 


Особенности 


аа ааа. – 


Толщина эпртолих 0,8—0,9 мм. радиус кри- 
визны 7.8 мм. Высокая регенеранионная спо- 
собность н проницаемость аля разиообразых 
жилких и газообразных нешеств. Полвергастся 
значительным возрастным изменениям 


Полпергастся зиачизельным возрастным изме- 


 нениям 


Тољмнипа 180—600 мкм. хорошо кровоснабжи- 
ется. Ма аникальном коние вкусовой клетки 
имеются ворсинки, что значительно увеличи- 
вает поверхиость воспринимаюией мембраны; 
межлу ворсипками находится жилкость. богитая 
фосфатлзами, белками и мукопротсинами, кота- 
рая играст роль поглотителя веместв. попанаю- 
них на поверхность языка. Площаль всасывания 


| 0,12 ме, Высокая снособпость к регенерации 


Плошаль всасывания 0.1—0.2 м: 

Токсикант нахолнтся в желудке от иссколь- 
ких минут ло нескольких часов, чго зависит 
от ряда фактороп. Воспалительные пронессы 
зиачительно снижают скорость розороцни 
Апикальпая повсрлность клеток имсет иечер- 
ченную каемку, образованную микроворсиками 
(60—90 микроворсннок на | мкм"). Это область 
максимального всасывания с площалыо в 1(Ю м”. 
Токсикант находится в тонкой кишке в гечение 
нескольких часов. Воспалительные происссы 
значительно снижзюг скорость резорбиии 
Площаль псасывания 0,5—1 м”. Токсикант ма- 
холится п толстой кишке а гечение нескольких 
часов. Воспалительные процессы значительно 


| снижают скорость резорбиии 


Плошадь всасывания 0.04—0.07 м:. Токсикаит 
паходится в прямой кншике в течение несколь- 
ких часов. Воспалительные процессы значи- 


тельно снижают скорость резорбиии 


Секрет растворяет летучне всщества. которые 
соединяются с рененторными белками. нахо- 
лящимися в мембране ресничек обонятсльных 
клеток. Плошаль всасывания 0.01 м-, Воспалин- 
тельцые происссы значительно снижают ско- 
рость резорбцин 


Секрет увлажняет пылевые и другие частины. 
способствует нх прилнианию. обволакиванию 
н удаленню впоследствии во внсшпюю среду 


Обшая площаль соприкосповения водлуха с по- 
верхностью эпителня 70 м2. У взрослого человека 
300—400 мли альвсол. Воспалительные пронес- 


‚ сы знашиельно снижают скорость резороии 


Возрастные изменения значительны, 
способность к регенерацин слабая 
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Резорбцин в желудке 

Резорбиия токсикантов в желудке (рН среды 0.9—2.()} происхолит мутем простой диффузии. 
Линофильные вешества абсорбируются лучше. чем гилрофильные. Кислотноеть желудочного 
солержимого опрелеляст особенности всасывания токсикантов. 

На рис. 4-10 привелены графики зависимости содержания (в процентах) н расгворс 3 форм 
салвииловой кислоты: псионизироваиная (форма 1). ионизированиой по карбоксильной групие 
(форма 2) и нонизированной ио карбоксильной и фенольной группам (форма 3) ог рН срелы. 

Как вилио на рисунке. при физиологических значениях рН желудочного сока салиниловая 
кислота присутствует в нелиссоциированной и диссопиированиой по карбоксильной грунпе 
формах. Их концентрации примерно равпы. хотя и могут быть изменены. В то же время в 
плазме крови салипиловая кислота может присутствовать исключительно во второй форме (см. 
рис. 4-10). Третья форма вещества при физиологических значениях рН среды образоваться не 
можст. На рис. 4-11 приведены аналогичные кривые зависимости пля морфина. Как вилно 
на рисунке. у морфина сушествуег уже 5 форм. При физиологических значениях рН среды 
желудка оп присутствует исключительно в протонировзииой по ззоту форме 3. На основании 
этого факта можно саслать вывол о том, зо морфин практически не должен резорбироваться 
из желулка. Данный вывоя отлично согласуется с практикой. Аналогичным образом вслет себя 
большинство алкалондов. 

Как правило, патошак всасывание в желулке илег интенсивисе, так как взаимодействис 
токсикаита с компонентами пиши снижаст его коннеиграцию и соответственно скорость диф- 
фузии в кровь. С пругой стороны, прием ишии вызывает изменспие рН содержимого желудка и 
увеличивает время эвакуации из желудка. что сопровожлается и повышением степени резорб- 
ими ряда токсикантов. 

Резороция в кишечнике 

Токсиканты всасываются в кровь преимущественно в кишечнике (рН среды тонкой 
кишки 6.5. сока поджелудочной железы 8.6—9,0; сока тонкой кишки 5.07—7.07: толстой 


Рис. 4-10. Ионизация салиииловой кислоты в зависимости от РН срелы и диапазон рН желулочного сока, 
плазмы крови. среды тонкого кишечника. Расчеты произвелены с помошью программы Малий Ѕ5Кесћ 
375 фирмы СВетАхой 49. һул. сСһстахоп.согтп/тагеп. Поясиснис в тексте. 
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Рис. 4-11. Ионизания морфина в зависимости от рН срелы н диапазон рН. соогветствуюший некоторым 
бпологическим жидкослям. Пояснение в тскетс. 


китки — 6.$). большая часть которых — путем пассивной диффузии, остальные — посредс- 
твом активного транспорта. В кишечиике не резорбируются сильные кислоты и осповапия, 
затруднено всасываине ионизированиых молекул, солержаших четвертичный азот. Резорбция 
слабых кислот определяется величиной их рК,. Важио отметить, что с увеличением концентра- 
ции токсиканта в кишке повышается скорость его всасывания. но при этом сохранястся лоля 
{пропент) всосапшегося вещества. 

Если вешество нерастворимо в липилах. то опо практически не пропикаст из кишечиика н 
кронь. Нерастворимые в воле липофильныс сосаинения также не резорбируются в кишечнике. 

Размеры молекул влияют на резорбиию: чем больше молекулярная масса. тем трулнее про- 
никает вещество через эпителий кишечиика. 

Токсикаиты резорбируюгся во вссх оглелах кишечника. что связано с его морфофункнио- 
нальными особенностями. Наиболее высокая скорость всасывания наблюдается в тонкой киш- 
кс (см. табл. 4-7). 

В настоятес время активно изучается роль Р-гликопротсиновой системы клеточного перс- 
носа. расположенной на понерхносги энителиальных клеток тоикой кишки. Установлено. что 
Р-гликопротеин являстся выкачивающим насосом. способным переносить широкий спектр со- 
единений из внутриклеточного пространства снова во виеклеточный матрикс и таким образом 
снижать эдирективное всасывание токсикантов. Например, если ввести лекарственный препа- 
раг лоперамид, опиоид, который обычио ис влияет на цеитральиую нервную систему (ЦНС), 
олиовременно с квинилином (ингибитор Р-гликопротсина}, то лоперамид пызываст побочные 
эффекты со сторопы ЦНС. В экспериментальных моделях на животных иигибировали Р-гли- 
копротеин, вводили различные лекарственные средства и определяли их концеиграции, При 
этом кониентрация препаратов повышалась в #0— 100 раз по сравнению с контрольной груипой 
(Ни и Узтағакі, 2003). 

В толстой кишке скорость резорбиии ниже, так как концеитрания токсикаптов меныис. чем 
и пышерасположенных отделах кишечника (см. табл. 4-7). 
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Всасывание неорганических ионов зависит от их приролы. величины заряда и ряла физико-хи- 
мических свойств. Чтобы количественно охарактеризовать всасывание подобных токсикантов 
из ЖКТ в кровь и лимфу. пользуются коэфкрициентом всасывания. или резорбиии К. Не- 
всосавшаяся часть токсиканта через искоторое время удалястся из ЖКТ вместе с солержимым 
и слизью, высгилаюшей стенки кишечника. К, равен отношению концентрации токсиканта, 
всосавшсгося в плазму крови и лимфу. к сто исходной концентрации при условии однократ- 
ного постунлсиия в барьерный орган (ЖКТ). 

Значения К, установлены для большого количества элементов. попалаюших в ЖКТ в ион- 
ном виде. 


Таблица 4-8. Значения К, элементов. находящихся в иоииом виде 


—_— т 


Положение элементов | к, Примечание 
в периодической системе | | ү вы. 
Все элементы главных полгруии Ги УП групп. 1.0 
Все элементы периодов 1 и 2. за исключением 1.0 


бериллия 


Эясмситы главной полгруппы 11 грунны (м!-| 0.1—0.3 С увеличением атомной массы элемента 

ний, кальций. стронций, барий, ралий) лоля всосаниюгося токсиканта в кровь из 
ЖКТ снижается 

Все эасменты ПІ рупны за исключением бора << 0,05 

и таллия 

Эасмеиты побочной полглуппы 1У урувпы (ти- 

таи, пиркония, тафний) 


Элементы главной ношрупоы ПУ грунты 1—0.05 Степень резорбиии сиижаегся с увеличени- 
‚ем атомной массы 

Засменгы главной подгруппы У групиы (№. Р. 1,0 Увеличение металлических свойств 

Ах). за исключением сурьмы и висмута в ланиом случае сопровождается снижени- 
см всасынания химических элементов из 
ЖКТ 

Элементы МІ групвы 0.1—1.0 При этом к... снижастся в 10 раз с увеличе- 


нисми массы элеменга 


Приведеиные в табл. 4-9 уравнения позволяют расчетным путем получить орнентировочные 
значения к, неорганических веществ из ЖКТ в кровь. 

Для веществ, поступающих через рог. время пребывания их в желудке замедляет резорбиию, 
поэтому скорость перехода веществ из желудка в лвенадицагиперслтиую кишку имест большое 
значение. Например. хопопные растворы токсикантов часто оказываются более токсичными, 
чем теплые, так как быстрее покидают желудок. 

На скорость и степень резорбиии токсикаптов на протяжении всего ЖКТ оказывают вли- 
яние эндогснные соедипеиия (ферменгы, желчные кислогы. гормоны и др.). обьем и состав 
пищи (например, стимулирующее лействие пиши на секрению желудочного сока и соляной 
кислоты). количество принятой жилкости. интервал межлу приемом шипи и ввелением 
токсикаита. курение и прием алкоголя, микрофлора кишечиика. Например. прием алкоголя и 
курение способствуют увсличению резорбции свинца в кровь почти в 2 раза. лактобактерии, 
энтерококки, клострилии кишечника деметилируют наркотик метамфетамин. у трудных детей 
возможны восстановление питратов до нитритов под действием микроорганизмов кишечника 
и образование менемоглобииа (см. гл. 2.4.2). 

При интерирстации резульгатов химико-токсикологического анализа различных токснкаи- 
тов (см. гл. 5, 7—11) учитывают феномен их печеночно-кишечной пиркуляции, сушность кото- 
рого заключается в слелующем. Конъюгаты токсикантов с глюкуроновой кислотой (см. пиже) 
плохо растворимы в жирах и хорошо — в воле. в связи с чем их резорбиия в кишечнике затруд- 
нена. При частичном гиаролизе копъюгатов концентрация липофильных молекул агликона 
(свободного токсиката или сго метаболнга) вповь возрастает. п они обратио резорбируются 
в кровоток, 


166 Глава 4 


Таблина 4-9. Взаимосвязь К ‚с физико-химическими свойствами элементов 


Взаимосвязь к, с физико-химическими свойствами Элементов 


Элементы с законченной | 11°, Ма”. Чем выше значение понного поленниала, тем меньше К». 

&- и 2-электронной обо-| К", КЬ‘. |Ионный потенциал определяет энергию тидратании пона. по- 
| лочкой С5’. Г’. | этому чем сильнее гидратирхегся ноп в волных растворах. тем 
Ме. Са“. | болыис становятся его размеры и тем мсньше он способен вса- 
| г”, Ва?*. сыпаться в кровь. 

Ка". АБ. |Эксиерименгально установлена корреляннонная связь между 
5с. Габ, |К. и теплотой образования фторилов этой группы вонок: 
Ас. Еи”. № К, = 0.2 — 0.3710“ уг. 

Уб*. Тр. (где у — теплота образования фторида того нона. для когорого 
21%, НВ’. | рассчитывастся К. 
Соту, 
<. Ра. 

Мо’. Ри”. 
Элементы с законченной | Си’. Ар’. |Сплособны легко поляриловаться. сами облалают выраженной 
18- и 18+2-электронной | Аи’. Ги“. |поляризующей способностью, образуюг плохорастворимые 


оболочкой Са“, Ни, | сульфилы. а вскоторыє из них — хлориды и гидроксиды. Поэ- 
Са". Іп, |тому К, Зависит от растворимости их сульфилон в волс 
Те. Се". 
$‘. РЬ''. 
Ве 


Элементы с незакоичси-| Сг“, Миг“, | Известна зависимость между радиусом пона, ионпым петснци- 
ной 18-электроиной обо- М, Бе, алом и тепаотой образования гилроксилоп. Рассчитано урайнс- 
ЛОЧКОЙ Ее. Со". ипе янпейной регрессии. характеризукииее зависимость между 
м, Си". К. и стандартной мольной энтальнисй образонания гидрокси- 
Вир". ВИ. |дов этих элеменчов (х): К > —1.7103х 
Ран. 05, - 
РЕ 


Резороция в легких 

Через легкие в организм поступают газообразные (иарообризные, летучие) токсиканты (см. 
ул. 8.2). что нередко происходит не только в произволственных и лаборагорных условиях. но 
и в быту. а также в связи с загрязнением окружающей среды илн химическими и другими ка- 
гастрофами (см. гл. Юи 11). Поступление вешсеств при вдыхании их паров зависит от приролы 
токсиканта и ряда физиологических парамстров альвсолярной вситиляции. остаточного объема 
легких. проницаемости для данного вещества альвсояярно-каниллярной мембраны (барьера). 
скорости легочиого кровотока. минутного объема сераца. общего объема крови. массы легоч- 
пой ткани и других показателей. 

Процесс диффузии кислорода через альвсолярпо-капиллярный барьер описывается уравне- 
пием: 


р, = 0.500(5,+5)-17, 


где №, — скорость лиффузии (мл/мии) — абсорбиионный коэффиниенг Бунзена: р, — коэф- 
фициент диффузии кислорода: 5, — плошаль поверхиости легочного эпителия: 5. — площадь 
поверхности эндотелия альпсолярно-капиллярпого барьера — срелняя эффективная толшипа 
альвеолярпо-капияпяриого барьера. 

Ипгаляциопно в организм могут поступать не только газы и пары. но и аэрозоли. Для ре- 
зорбиии токсикаптов влыхасмый газ должен вступить в контакт с альвеолярной поверхностью 
легких (см. табл. 4-7). Альзсалы раздеясны тонкими сосдинитедьноткапными персгородками. 
в которых проходят кровеносные капилляры. Базальная мембрана энлотелия капилляра может 
вплотную приближаться к базальной мембране эпителия стенки альвсолы, благодаря чему барь- 
ср между кровью и воздухом (азрогематический барьер} оказывается очень тонким — 0.5 мкм. 
Межлу альвеолами сушествуют сообщения в виде альвсодярных пор анаметром 10—15 мкм. 
Альвеолы тесно прилсжат друг к другу. и капилляры. оплетающие их. одной своей поверхностью 
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граничат с олной альвсолой. а другой — с соседней. Это обеспечивает оптимальные условия аля 
газообмена между кровью. протекаюнюй по каииллярам. и возлухом. заполняющим полости аль- 
всол. Однако путем простой диффузии газ не можст быстро преололеть расстояние от полости 
носа или ротовой полости ло стенок альвеол. Конвекция (механическое перемешивание газов 
в дыхательных путях и легких} осушествляется за счет последовательно сменяющих друг аруга 
актов влоха н вылоха (вситиляции легких). что обеспечивает постоянный обмеи газами между 
внешней средой и организмом. В среднем требуется около 2 мин. чтобы кониентрашио газа в 
альвсолах довести примерно до 95% исходной, поступившей с влыхаемым воздухом. 

Аэрозоли — дисиерсные системы. состоящие из жидких или твердых частиц. паходящихся 
во взвешенном состоянии в газообразной среде (обычно в воздухс). К аэрозолям относятся 
дымы. туманы. ныли, смог. Размеры частиц в аэрозолях составляют ог 0,005 до 100 мкм, чаше 
от 0.15 до 5 мкм. При иигаляпии аэрозолей глубина их проипикновения в дыхатслытыс пути 
зависит от размера частиц, мельчайшие из них достигают поверхности альвеол. Доля вешества. 
залержанная в дыхательной системе, зависит от размера частиц, мипутиого объема и частоты 
лыхапия. Локализация частиц в дыхательном тракте также определясгся их размерами. 

Осаждение пылсвых частиц и лыхательном тракте происходит в результате трех процессов: 
пнерциониого осаждения. седиментации и диффузии. 

Инерииопиое осаждение пронсходит преимущественно в посовой полости. носоглотксе, 
гортани и трахее. Воздух в этих отлелах движется со сравнительно большой скоростью. При 
резком изменении потока воздуха крупные частицы диаметром болсе | мкм продолжают дви- 
жение и оседают па слизистых оболочках (см. табл. 4-7). Благоларя механизму инерциониого 
осаждения верхние дыхательные пути огфильтровывают частицы лиаметром более | мкм. 

Селимеитаиия происходит н броихиальном дереве. где воздух движется с меныней скоро- 
стью. Главиой причиной осаждения частини является лействие снлы тяжести. Осажлаются час- 
типы лиамстром менсе | мкм. 

В легочных альвеолах, где скорость лвижения воздуха мала. осслают самые мелкие частицы 
(лиаметром 0.1 мкм и менее). Механизм осажлепия обусловлен броуновским лвижением и 
аи фирузией. 

Дальнейшая судьба токсиканта определястся его природой и размером пылевых частин. 
Если вещество хорошо растворяется в жидкостях. выстилающих дыхательные пути. то основ- 
ное место занимает резорбция токсикита в кровеносное русло. Нерастворимые и малораство- 
римые вещества, депонировапные в верхних дыхательных путях, улаляются из них вместе со 
слизью движением ворсинок реснитчатого эпителия. 

Частипы, осевшне н альвсолярной части легочной ткани, либо захватываются фагопитамни, 
либо переходят с клетками лимфатичсской жилкости в лимфатические узлы и там отлагаются. 
Вылелспие пылевых частий из лимфатических узлов происходит в течение исскольких лет. 

Резорбция слизистой оболочки глаз 

Контакт паров, аэрозолей или капель токсиканта со слизистой оболочкой глаза оказывает 
как местное. так и системное действие. Например. взаимодействие паров зарина (фосфороор- 
ганическос боевое отравляющес вешество) со слизистой оболочкой глаза не только вызывает 
паралич мынит зрачка, потерю способности глаза к аккомодации и ослабление зрения, но и 
ингибирует лействие ферменла холннэстеразы (см. гл. 8.4). 

Скорость резорбции опрелеляєтся природой вещества (растворимость в липидах и воле, за- 
рял молекулы, значение рКа, размер молскулы} и особенностями липидного барьера роговицы 
глаза (см. табл. 4-7). через который легко ппоникают жиро- и волорастворимые вешества. 

Токсикант. контактируюший с роговицей, равпомерио распрелелястся по поверхности скле- 
ры п конъюнктивы глаз. Часть сго смывастся слезной жидкостью, солержашей 1.5% хлорида 
натрия. 0.5% альбумина и слизь. в состав которой входиг лизоцим. 

Токснкант задерживаегся па роговице от нескольких секунд до 6— 10) мин. сго максимальное 
содержание в структурах глаза наблюластся в роговице. минимальнос — в хрусталике. Склеро- 
тическис процессы (в том числе возрастные) в сосудистой системе глаза нарушают процессы 
резорбции. 

Резорбция из тканей 

При полкожном и внутримышечном ввелсиии или через рапевую поверхность токсикаит 
также может поступить и кровь. При полкожиом иведении токсикант попадает в полкожную 
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клетчатку. богатую жировой тканью (см. гл. 2.4.5). выступающей в качестве лепо для ксенобио- 
тика. Скорость резорбции и биодоступность токсиканта значительно меныпс, чем при внутри- 
мышечном введсиии, когда вещество вначале поступаст в мышцу, накапливастся в ней. а затем 
резорбирустся в кровь. В этом случае мынтиа служит депо для токсиканта. 

Различия в концентрациях токсиканта в месте введения. окружающей ткани и крови явля- 
ется условием резорбции вещества в кровь и внутренние среды организма. Сеть капилляров 
и лимфатических сосудов хорошо развита в подкожной клетчатке и межмышечной сослини- 
тельной ткани. Кровеносные капилляры — наиболее многочисленные и самые тонкис сосулы. 
имеющие, однако, различный просвет. Наиболее узкие капилляры (лиамстром 4,5—7 мкм) 
находятся в поперечнополосатых мышцах, легких. нервах и т.д.. более пигрокис (лпаметром 7— 
ТЕ мкм) — в коже и слизистых оболочках. В мыние человека на 1 мм? насчитывастся 1400—2000 
капилляров. а в коже на той же плошали — 40. Пористость (диаметр пор 3—4 нм) и тонкость 
стенок капилляров. огромная илощаль их соирикосновсния с тканями (более 6000 м°). мел- 
лениый кровоток (0,5 мм/с), низкос артериальное давление (20—30 мм рт. ст.) обеспечивают 
панлучшие условия для обменных процсссов (см. гл. 2.4). Поверхность всасывания в тканях 
лля липофильных соединений в сотни раз больше. чем для водорастворимых веществ. пропи- 
кающих в кровь только черсз поры. 

Резороция токсиканта зависит и от процеита фупкционирующих (раскрытых) капилляров 
и давления крови в тканях, которое регулирустся вазоактивпыми факторами (энлотелийзави- 
симыс рслаксирующис факторы, оксид азота, простагландины. эндогенные регуляторы — ад- 
реналин, поралреналии. ацетилхолии. серотонин). Мембрана капилляра ппоннцаема для воло- 
растворимых, а также и высокомолскулярных веществ, если размер их молекул ие прсвышаст 
размсра пор капилляра. Поэтому проникповсние очень многих токсикаптов в кровь вполне 
возможно при их введении в мышиы. 

Распределение токсикантов 

Токсикаит после поступления в кровь исравномсрио распределястся кровотоком по органам 
(тканям) и досгигает клсток-мишепей. проявляя токсическое свойство (см. гл. 3). Изкоиленис 
токсиканта далско не вссгда происходит в оргаис(ткаин)-мишени. 10 приводит к спижению 
токсического эффекта. 

Распределение — лиизмичсский процесс. включающий связывание с белками плазмы и фор- 
менными элемситами крови. проникиовение (псиетрапию) в эфурерентные органы (ткани), 
поступление в мстаболизируюшие или экскретируощис органы, осуществляющие биотраис- 
формацию токсикаптов. Нскоторые токсикапты избирательно накапливаются в гом или ином 
органе (ткани) или клетках определенного типа. Характер распрелслспия токсикантов зависит 
от ряла причин. в том числе и от генетически дстермипированиых индивидуальных особеи- 
ностей. что определяст вариацию токсикокииетичсских иарамстров и степень развития токси- 
ческого эффекта. 

Расирелеление токсикаптов осуществляется посрелст вом жидких сред (жидкостей) оргапиз- 
ма (табл. 4-10). 


"Таблица 4-10. Жидкости оргинизма человска 


| Жилкость | Описапие 


| Кровь |Сы гл. 2.4.3 


| Лимфа Все органы. за нсключением поверхностных слоев кожи. ЦИС и костей. 

| иропизаны густой сетью замкнутых с концов зимфатических капияяярон. 
В них образуется лимфа. Стенки лимфатических капилляров образопа- 
ны одпослойным эплотелнем. Через стеику лимфатических капилляров в 
лимфу легко проходят растворы электролитов. углеводы. жиры и белки. 
Лимфа — бесиветная. почти нрозрачиая жидкость. содержит в 3--4 раза 
меньше белков. чем плазма крови. Вследствие этого вязкость лимфы мень- 
ше. а относительная плотность пиже, чем плазмы крови. Реакния лимфы 
!нелочная 
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Виеклеточная 

(жилкость внеклсточиого 
пространства, жилкость. 
содержашаяся вме клеток 
организмы) 


Внутриклеточная 


Окончание табл. 4-10 


Составляет -30—40% общего объема жидкости {жидких сред) оргаииз- 
ма. Солержит примерно 1/3 всей воды организма с растворениымн в ней 
нонами и малыми молекулами: солями. мопосахарами. аминокислотами. 
жирными кислотами. витаминами и газами. Различают 3 вила внеклеточ- 
ных жилкостей: 

межкясточная жнакость (жилкость межклеточных пространств различных 
тканей. интерстициальная жидкость) ~22.5—27% массы тела (см. пиже): 
межклеточная жидкость плазмы крови и лимфы 3.7—4.59 массы тела: 
трансцеляюлярные жидкости - 1.3—1.556 массы тела; сииниомозговая жил- 
кость. волянистая влага глаза, перилимфа и эндолимфа внутреннего уха. 
жидкосги полостей тела и ЖКТ. жидкости, секрстируемые железамн. 
Омывают клетки и участвуют в осуществлении траиспортвых фуикний: 
поставке к клеткам иитательных веществ. кислорала, понов макроэлемен- 
тов и микроэлементов: 

доставке к клеткам гормонов, перелающих координирукиние влияния ре- 
гуляторов. согласуюпнх разобисиные в пространстве и времени фуикиии 
клеток: 

улалении из срезы клеток конечных продуктов метаболизма. СО ‚ КСИ- 
каптов или их метаболитов. 

Состав сильно отличается ог состава внутриклеточной жилкости (см. пиже). 
Первая содержигболынос количество катпонон натрия и кальния, менынс — 
калия и магния, хлориа пон являстся доминируюним. Концентрация глю- 
колы выше. чем во внугриклсточной жидкости. а белков — ниже 
Межклеточиая. или интерстициальная (тканевая жидкость. виутритканс- 
вая жидкость) 

Одиа из разновилиостсй писклеточной жидкости. Дисисрспая срела, зи- 
полняющая межклезочное пространство, — водный растнор неорганичес- 
ких солей. нитательных венсств и конечных продуктов метаболизма 

По составу почти идентична плазме крови. отличается от нсе очень низкой 
концентрацией белков (40% кониситрании белков плазмы, = 1,5—6,0 г/дл). 
что обусловливает се коплонлпос осмотическое давление ~8 ма рт. ст. 
Играет важнейшую роль промежуточной среды. через которую осушест- 
вляется лиустороиний обмен веществами между кровью и клетками лругих 
Ікапей 

В эгом происссс участвуют микроциркуляторнос русло и капилляры сис- 
темы лимфообранщения. Обмен веществами через интерстиииальную жид- 
кость осушестваястся главным образом путем лиффузии и фильтрации 
Содержится виутпи клеток организма. Составляет приблизительно 2/3 мас- 
сы тела. Необходима лля осуществления основных жизненных происесов: 
преобразования, хранения и использования энергии; гомеостаза; реплика- 
пия. выполнения структурами клеток спепифических функний. 

Состоит из волы с растворениыми в ней ионами и малыми молекулами: 
солями, сахарами. аминокислотами. жирными кислотами. нуклеотилами. 
витаминами и газами. 

Крулиые молекулы — белки. РНК — образуют нсвязкис (золи) или вязкие 
(вели) коллоилные растворы. Объем внутриклеточной жилкости составляет 
-60—70% общего объема жидкости (жилких срел) организма. 

В отлельной клетке внутриклсточная жинкость — растворимая часть циго- 
плазмы (пигохль). ззполиякиния просгрлиство между органеллами клетки. 
В цитозоле протекают основные метаболические реакции, кроме ситеза 
нукленновых кислог, осуществляемого в ялре. В цитозолс резервируются 
различные всшества. Для жиной клетки характерен активный ток питозо- 
ля. что отчегливо внано по лвижению органелл (циклоз). Ча лолю воды в 
питозоле прихолится –90%. 

Во внутриклеточной жилкости сушественно больше ионов калия и магния. 
основным аниопом является фосфат. Копиентрания глюкозы внугри кле- 
ток пиже, а белков — выше. 
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Скорость и характер распрелеления вешества в тканях опрелслястся скоростью пиффузии 
всшсства через соответствующие мембраны. скоростью исрфузии (интспсивиостью кровотока). 
свойствами клеточных мембран. сролством токсикантов к молекулам-мишеням или другим хи- 
мическим структурам, паходяшимся в клетках. В различных органах стсики капилляров имеют 


различные свойства и, слсловательно, различную проницаемость для химических веществ. 
В табл. 4-11 приведены свойства. локализация различных барьеров и влияние. которые они 
оказывают на пропицасмость веществ. 


Таблииа 4-11. Свойстпа, локализация и проницаемость разаичных барьерон организма (С.А. Куценко, 


2004) 
2 мп барьера _ 
Липилная мембрана без пор 


} 


Липидная мембрани с порами ма- 
лого лнаметра (0.3—0.8 им) 


Липидная мембрана с порами 
срелнего лиамстра (0.8—4 им) 


Липилная мембрит с порами 
большого лнамстра (болес 4 им) 


Пористая мембрана 


_ Локализация 
Слизистысе оболочки полости ри. 
эпителий почечных канальцев, 
эпителий кожи, гематоонцефали- 
ческий барьер 


Эпителий тонкой и толстой кишки 


Слизистые оболочки глаз. посо- 
глотки. мочевого нузыря 
Поченные капилляры. аљьвеоляр- 
ио-капиллярный барьер, капил- 
ляры кожи, мыши 
Гломерулярный аппарат почек 


Проинилемость для веществ 


Лииофильные низкомолскуляр- 
ные вощества 


Линофильные и пизкомолскуляр- 
ные (ло 200 Л} волорастворимые 


вещества 


Липофильные и в меньшей сте- 
нени гилрофильные вещества 


Липофильные и гилрофильные 
вешества с молекулярной массой 
ло 4000 Д 


Гилрофильные пешсства с моле- 


кулярной массой ло 50 0% Д 


Токсикапты распрелеляются в виде молекул и ионов. нскоторые из них при физиологнчес- 
ком значении РИ крови образуют коллоидные частины. становясь третьей формой, которая 
солержится в этой жилқости. Молекулы, ионы и коллоиды токсикаитов могуг переносится 
кровью разными способами (см. гл. 7—1): 

• физичсски или химически связываясь с элементами крови. главным образом с эритроци- 
тами; 

физически растворяясь в плазме в свободном состоянии; 

связываясь с олним или болес видом белков плазмы. образуя комплексы, либо прикрсиля- 

ясь к другим фракциям плазмы. 

Для большинства токсикантов в крови паблюдастся динамическое равиовесие между 
2 фракциями токсиканта, находящегося в свободном и связанном с белками плазмы или эрит- 
роцигами крови состоянии. 

Некоторые токсиканты перспосятея элементами крови. прежде всего эритропитами и. реже. 
лейкоцитами. Впешияя поверхность мембраны эритроцитов имест отринательный заряд из-за 
наличия молекул мукополисахарилов. Положительно заряженные ионы. особенно солержашие 
четвертичный агом азота в молекуле, активно взаимодействуют с понерхиостью эритроци- 
тов. Гоксиканты неорганической приролы могут абсорбироваться поверхностью эритроцита 
(например. мышьяк. цезий. торий. радон. свинец и натрий) либо связываться с лигаидами 
стромы. Попадая вимрь эритронита. ксенобиотики могуг взаимодействовать с гсмом (мопок- 
сил углерода) или с глобмиом (2'° Роу и накапливаться в силу этого пресимушественно в крови 
постралавших. Олин и тот же элемент в зависимости от степени окисления связывастся по- 
разному: ионы. солержашне Сг (М), — исключительно с эритроцитами. а ионы Сг”, неспособ- 
ны проникать через клсточные мембраны. Оргапические соединения ртути (например. метил- 
ртуть) в осповном связываются с эритроиитами. а ионы ртути переносятся иреимушсственно 
альбумином плазмы. За перенос пинка конкурируют эритропиты. а также сиенифические и 
песпсиифические белки-переносчики (см. гл. 8.5). Газы и пары могут растворяться в плазме. 

Большинство токсикантов переносятся бслками плазмы. Плазма крови человека содержиг 
около 75 мг/мл белка (см. гл. 2.4.3) и представлена альбуминами (35—55 мг/мл). глобулипами 
({иммуноглобулинами). белками свертывающей системы крони. белками системы комилемента, 
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ингибиторами прогеолиза. лино- и гликопротеинами (0.9 мг/мл). Белки плазмы имеют общую 
поверхность идощадью 600—800 км?, способную абсорбировать токсиканты. 

Альбумии облаласт упикальной способностью связывать многие низкомолскулярные ток- 
снкаиты. Молекулярная масса альбумина около 66 (КЮ Д, альбумин содержит 585 остатков 
аминокислот. третичная структура белка подлсрживается 17 лисульфичными связями, при 
РН 7.4 находится преимущественно в анионной форме. Молекулы альбумина содержат около 
109 кагионных и 120 анионных участков для связывания ионов. Альбумин переносит, напри- 
мер. попизированпые формы таких сосдинепий. как линитро- п ортокрсозолы. питро- и гало- 
тенопроизводные арюмагических углеволородов. барбитураты, витамин С, гистамин и многих 

ругих сосдипений разных классов. Болыпинство попавших в кровь веществ фикеирустся на 
альбуминах независимо от того. являются они нейтральными. кислыми или основными соеди- 
нениями. 

На альбумине человска вылеляют несколько связыпающих участков (их число точно не ус- 
тапонлено. предполагают болес 6). Центры связывания (табл. 4-12) отличаются лруг от лруга 
сролством к вешествам с различными рК. механизмами взаимодействия с токсикантами. кон- 
стантами устойчивости (исстойкости) комилскса белок—токсикаиг. Вещества. связывающиесся 
с олиим и тем же участком, могут конкурентпо (согласно закону лейстнующих масс) вытесиять 
другие. что приволит к изменению их концентрации в плазме крови. 


Таблина 4-12. Осповные связывающие участки альбумин илазмы крови 


Участок 1] Венсан 7052 9 р 8 ФНР 
Участок. спязывающий высшие Высшие жирпые кислоты перасгворимы в плазме крови при физно- 
жирные кислогы логическом значении рИ 7.4. Жирные кислоғы ослабляют связыва- 


ние гликозилов. беизодиазепинов п некоторых других веществ с аль- 
буминами. Связывание жирных кислот с альбумином стабилизирует 
его структуру 

Билирубиисвязывающий участок | Билирубин. образующийся при разрушении гемоглобина (испрямой), 
не растворястся в воле. Его связывание с альбумином изменяет кон- 
'форманию поеслелиего и как следствие сродство к другим граиснор- 
ғирусмым молекулам. Многис токсикинты конкурситно вытесняют 
из альбумина билирубин. что приводит к увеличению его коннеитпа- 
нии в плазме крови и сопровождастся интоксиканисй (см. гл. 2.4) 

Варфапинсвязывающий участок | Многие низкомолекулярные соединения. Связываюшая способность 
стереоспенифичина 

Инлолилспязывзющий участок | Беизодилзспины, 1--тироксии, тринтофан. пениниллипы и другие со- 
слииения. Бепзолиазепины конкуретпо пытеспяют рял других ток- 
сикаитов. а также тринтофаи, повышая их коннентранию в плазме 
крови 


Достаточно часто встречается гипозльбумииемия. которая нарушает или изменяет транс- 
порт токсикантов- 

Молекулы &,-. а,-. В,-. В,-. у-глобулина переносят малые молекулы соелинений (витамины 
А. В,. О. Е. К. стероидные гормоны и лр.). ионы некоторых металлон (мель. цинк и железо) 
и коллоилные частицы. 

Липопротенны плазмы перепосят липофильные токсиканты, такие. как полихлорирован- 
ные дифепилы ПХБ (см. гл. 10). Гликопротенны связывают молекулы. обладающие свойства- 
ми слабых оспований. 

Органические кислогы (молочная. глугамиповая, лимонная) образуюг комилсксы с некото- 
рыми токсикаитами (например. катионами щелочно- и редкоземельзых элементов), имеющи- 
ми высокую степсиь диффузии. 

Другие белки плазмы — трансферрин, металлотионин, перулоплазмии конкурируют с органичес- 
кими кислотами за перенос катионов, образуя прочные сиспифичсские комплсксы (см. гл. 8.5). 

В зависимости от стспспи сосудистой (кровяной) перфузин организм чсловска можно раз- 
делить на следующие компартменты в нисхоляшем порялке: 

• внутренние органы. включая мозг (75% обшего объема крови); 
• кожа и мышцы; 
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‚ жировые ткани; 
• сослинпительные ткани и кости (около | обшего объема крови). 

Хорошо перфузируемые виугреиние оргацы обычно получаюг изивысшую коппентрацию 
токсикаптов за короткое время. Посгуилеиие зоксикантов в ткани с пониженной перфузией 
происхолит горазаю медленнее. однако степень их улержиилиия выше и период пребывания 
(аккумуляция) более прололжителыный. 

В табл. 4-13 привелены особенности кровоснабжения различных органов и суммарная ило- 
шаль их капиллярного русла. 


Тзбжам 4-13. Особенности кровоснабжения различных органов и суммарная пзошаль их капиллярного 
гусла 


Органы Масса органа, % Кровоток, мл/мни | Площаль капнллярноғо русла. см°/г_ 
Почки 0.3 4500 | 150) 
Легкие | 1 | 5000 25) 
Моз | 2 550 240 
Печень 2 750 250 
Мышны 43 40 70 


Важнейшую роль п мсжклеточном расирелелении токсикзитов играег содержание нлаги. 
липидов м белков в клетках различиых тканей и органов. Указанный выше порядок ком- 
партментов также довольно точно отражает солержапие влаги в клетках этих компартмситов. 
Гиярофильные токсикаигы болсе активпо распрелеляются н жилкостях и клетках оргапизма с 
высоким содержанием влаги, а линофильные токснканты — в клегках с повышенным содержа- 
пием липидов (жировые ткани). Токсикаиты из крони попалают в органы. богато смабжасмыс 
кровью. а затсм они псрераспрелеляются н соответствия с другими свойствами лкансй, на- 
пример наличием спениальных механизмов захвата веществ, высоким содержанием структур. 
связываюкших ксепобиотик, или соотношением жира и воды в органс или ткани. Конечное 
распределение токсикантов органической природы, ллительно сохраняюшихся в организме, не 
зависит от особенностей кровоспабжения органов. 

Высокомолекулярное подорастворимоє вешество белковой природы (см. гл. Е). циркули- 
рукииее в крови, ис лиффуидируег п ткани. если размер его молскулы превышает дилмегр пор 
стспки капилляров. Гакое же — исключительно впутрисосудистое — распределение характерно 
пля комплексов пизкомолекулярных нешеств с белками плазмы крови. Нроцесс комилексооб- 
разования токсикапта с белком полчиияется глобальному закону химии — закопу лейстпующих 
масс. Поэтому по мере диффузии песвязанпых молекул токсикаита происхолит диссопиация 
белковых комплексов до тех пор. пока концентрация свободного токсикаита не достигнет рав- 
новеспых значений во внутри- и впесосудистом пространстве. 

Волорастюримые токсикаиты. которые связываются с альбуминамн и кислыми гликопротс- 
инами, попалают в клетки лишь через поры клеточиых мембран. диаметр которых значительно 
меныйе пор стенок капилляров {см. табл. 4-11). На способность ваисств пропикать через кле- 
точные мембраны влияет всличина рк. Если изменяется кислотность плазмы крови (при ряде 
заболеваний пабиюлается алкалоз или ацидоз}. то меняются соотношение нопизированной и не- 
иопизнрованной форм молекул токсиканта и характер их распределения по тканям и органам. 

Среди водорастворимых веществ сеть н такие. которые проходят через стенки капизля- 
ров. но не проникают внутрь клеток. пакапливаясь в экстрацеэлюляриом пространстве тканей 
(сульфати. тиопнанаты и др. ). 

Токсиканты. хорошо растворяющисся в липилах. легко проникают не только через гисто- 
гематические барьеры, но и через клеточные мембраны, попадают внутрь клеток и паканли- 
паются в жировой ткани (15—20% массы тела. у тучных люлей 50% и более) и тканях, богатых 
липидами (ЦНС). иапример лестицилы, галогсноироизводные алифатических и ароматических 
угленолородов и лр. (см. гл. 7 и 8), Некоторые экополлютанты (см. 1л. 10) и исетиниды (ДДТ) — 
практически нерастворимые в воле вошества — накаплинаются в жирах. концептрапия их в 
крови незначительная, однако при снижении соаержания жири в организме такие всшестви 
поступают из депо в крош, и оказывают токсическое действие. 
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Лепонирование токсикаитов (соелиисния свинина. кадмия. стронция. фтора и др.) возможно 
в костной ткани (см. гл. 8) и связано с участием кристаллов гилрокснапатита и внеклеточной 
жидкости. омывающей ее. 

Депонирование — разповидность распрелеления зоксикантов в организме. при котором про- 
ясхолят его накопление и улерживание в опрелсленном органе или ткани в течение некоторого 
времени (ог нескольких суток до мпогих лет) при относительно олннаковой кониентраний. 
Лепонирование связано с высоким химическим сролством токсиканта к определенным энло- 
хиганлам (химическим соелинсниям). солсржащимся в лепонируюшсй ткани. и/или высокой 
типофильпостью токсиканта. 

Накопление токснканта в конкретном компартменте обычно имеет временный характер, что 
связано с различием межлу скоростью абсорбиии и элиминаиии токсикаита. Нередко накоплению 
эжсиканта в кани сопутствует его перерасирелеление в другие ткани, чго част определяется 
Функииональным состоянием органов. гормональным пли мнкроэлементным дисбалансом. обес- 
зеченностью организма витаминами, приемом лекарственных средств и другими причинами, 

Токсиканты, существующие в плазме крови в виле молекул, ионов. коллоилов. можно раз- 
лезить на несколько груин в соответствии с их ирсимушественным улерживанисм и накопле- 
нием в конкретиом компаргменте (табл. 4-14). 


Тожсиканты. растворимые 
з жидкостях оргипизма равиомерио распределяются в компартментах в зависимости от содержания 
| В НИХ ВОДЫ 


Лавофильные гокеиканты | Непояяриые токсикаиты, органические растиорители, синрты. альлегилы. 
кегоны, хлорированные углеводороды, некоторые ниертные газы. 
Содержание лииилиой фракиии в тканях различно. Головной мозг и все 
ткани ЦНС богаты яипидамн. склонны к накоплению липофильиых ток- 
сикантов, что иредставляет большую опасность из-за испосрелствениой 
близости пейротоксикантов (анестстики, органические растворители, тет- 
раэтилсвинеи, ртутьорганические сослинения и лр.) к их мишеням. 
Токсикаиты. улерживаемые в богатой липиламц ткани энлокриипных желез. 
вызывают гормональные изрушения. 
Накоцлсиис токсикантов в жировой ткаци менее опасио из-за отсутствия 
мишеней для токсического действия. но при условии сохранения массы 
жировой ткаин 

Токсиканты. обладающие |Около 60 элементов относят к группе остеотропных. иапример кальций, 

высокой степенью остео- барии. сгроиций, радои. бериллий алюминий. кадмий. свинец и др. (см. 

зманости гл. 8.5) 

Тоасиканты. обрязуюшие Лантан. гафний и пекоторые 3- и зарядные ноны ряда элементов захватыви- 

колзоилные частицы ются спениальными клетками ретикулознлотелиальной системы определенных 
оргапов и тканей в зависимости от размера образуемых коллоилных частиц. 
| В печени удерживаюлея преимушественно более крупиыс частины. Мелкие 
коллонлные частицы расирейеляются в селезеикс, костном мозге и печени 


Барьерные функции — физиологические механизмы. которые обеспечивают зашиту ор- 
ганизма и отдельных его частей от изменений окружаюшей срелы и сохранение необхо- 


зымого для нормальной жизнедеятельности постоянства состава. физико-химических и 
беозогических свойств внутренней среды (кровь. лимфа, ткансвая жидкость). Например. про- 
викновение в ЦНС волорастворимых ионизированных вешеств крайне загрулнено. что обус- 
зовлено особенностями строения гистогематического барьера между кровью и тканью мозга — 
гематоэниефалического барьера и барьера, отделяюшего переброспинальную жилкость от кро- 
вяного русла. — гсматоликворного барьера. 

Внутренние барьеры получили название тканевых. гематопаренхиматозных, сосулисто-тка- 
мезых и г.л. Наиболес распространен термин •гистогематичсский барьер». Особенностью гис- 
тогематического барьера является его избирательная проницаемость. Большое значение лля 
шизнелсятельности организма имеют спецпализированные барьеры. К ним относят гематоэн- 
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пефалический барьер (межлу кровью и ИНС), темагоофтальмический барьер (межлу кровью 
и внутриглазной жидкостью), гематолабиринтный барьер (между кровью н эндолимфой лаби- 
рита). барьер между кровью и половыми железами. К истогематическим барьерам относя: 
гакже барьеры между кровью и жилкими срелами оргапизма (переброспииальной жилкостью. 
лимфюй. плевральной и синовнальной жидкостью} — так иззынасмый гематодикворный, гема- 
толимфатический, гематопленральный. гемагосинониальный барьеры. Барьерными свойствами 
облалает пламеита. 

Гематолицералический барьер (ГЭБ) — барьер межшу кровью и мозгом (Ыоо]-Ббгат Батег — 
655). Каиилляры мозга в отличие от всех лруих канилляров. имеют значительно меньший эф- 
фективный радиус пор. Клетки энителия н капиллярах плотио ирмлегают друг к лругу. Мозг как 
центральный орган охраняется особенио тавлельно ог проникновения болынинства сосдине- 
ния. У питательных вешесгв. которыс лолжны попасть в мозг (аминокислоты, пурины, глюкоза 
и ги.) есть специальные исрепосчики через мембраны энителиальных клеток капилляров. 

В табл. 4-15 иривелсна характеристика сисинализироваиных баръерных механнамов. пре- 
иятствуюших ироникновению токсикантов в опрелелеиные ткаии и органы. 

Экзокрипные железы. Токсиканты посғунаюу в клетки желез путем диффузии через биологи- 
ческие липидиые пористые мембраны. Кислотность секрета желез отличается ог кислотности 
плазмы крови. изпример РН слюны и грудиого молоки ииже рН крови. Для этанола соотно- 
шение содержания в грудном молоке и крови болыис і. Использование секретов эокзокриииых 
желез в качестве биологического объекта аля химико-токсикологического анзлиза (см, гл. 3) 
объясняется прямой зависнмостью между содержанием токсикантов в крови и секрете желез. 


Табяния 4-15. Характеристика основных барьерных мехаинзмов 


= — м О Характеристика | 


Гематоэннефияичес- | Самарсгулирующаяся система. завнсяшая от потребностей нервных клеток и 

кий и тематоликиор- метибоянческих происссов в организме. Пропипасмость неодинакова в разных 

ный огделах мозга, ссасктинна для разных всіцеств н регулирустся нервными и гумо- 
ральмыми механизмами. 

Через барьер проникают линофильные нещества, инзкомолекулириые (ирсиму- 
| ществелио неорганические ионы) вещества и ветества. имекицие специальную 
транспортную систему (белки-переносчики, см. выше) 

Эинлотелий каниллярного русла головного моиз — тесно прилегиющие друг к 
другу клсгкн. Эффективный ралиус пор капилляров мозга значительно меньне. 
чем в других тканях. Крупные молекулы ме проникают через эндотелиальный 

бирьер. Волористворимые и зарнжениые молекулы только малом» размера про 

ходят через биомембраны и питонлазму энлотелиальных клеток. В норме эняо- 
телиальные клетки мозга лишены способности к пнионитозу. Р-гликонротени 
| нахолится в энителиальшых клетках струкгур. пходяших н состав гематоэинсфа- 
лического барьера. и огранизнваст аккумуляиию токсикаитов в зависимости от 
| генотина организма (рис. 4-12). 

1 Морфологические особенности — наличие анатомических элементов, рисполо- | 
женных между кровью и иервными клетками (межэзилотслиальные контакты. 
охнатываюнние клстку тесным кольном и препятствующие проникновению ве- 
| шеств нз капилляров); отростки глиальных клелок 4конневые пожкн астронигов), 
окружающие капилляр. стягивают сто стенку, что умепынает фильграционную 
поверхность капнллярз. препятствуег лифуфузни макромолекул®. 

В стенках микрососулон мозга обнаружены ферменты, способствующие ней-, 
тралнзацин и разрушеиню постунающих из крони всшсств. Распреледение эгих 
Черментов неодинаково в кашолярах ратных структур мозга. их активность из- 
| меняется с позрастом и при патологии. 

Под влиянием алкоголя. при эмоциональном стрессе. исрегжвапии и персох- 
лажденни организма, возлействии ноиизирующего излучения зашитная барьер- | 

ная фуикния синждется. 

Гематоликворный (тематоневральный) барьер состоит из стенки капилляри и 
| клеточной мембраны эпителия хориоилального сплетения. окружает иерифери- 
| ческий огдел ЦНС. Переход веществ из крови в ликнор опрелсяястся проницае- | 
‚ мастью барьсра н загрулиси лля водорастворимых н заляженвых молскул 


=_= 
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Окончание тадл. 4-15 


Гематоофтальмичсс- | Водянисгзя влага глаза осушсствляет поставку истеств в хрусталик и роговицу, 

кий не имеющих собстнениой канналярной системы. 

Избирательно поступают бсяқи. аминокислоты, витамии С, электролиты, не- 
избирательно — по гралиенту кониеитраиии путем диффеузин — линофильные 
соединения. 

Стекловилное тело глаза излкапливаст многие исшества. в том числе наркотики. 
При этом соотношение коинентрациин вешеств в стекловияном 1еле и плазме 
крови близко к 1. а получаемые экстракты менее загрязнены соэкстрактивными 
пешестнами. что позволяст использовиг» стекловнлное тело как объект сулебно- 
| химической экспергизы (см. гл. 5} 

Гематоплацензариый {Кровь матери и наода в норме никогла не смешивается благодаря наличию гс- 
матоилапентарнаго барьера. Он состоиг из эмлотелия сосулов хориона, его ба- 
зальной мембраны, рыхлой сослинитсльной ткани, базальной мембрамы тро- 

| фобластнческого эпителия. Известио болес 600 химических вешеств, способных 
проинкать от матери к плолу и в той изн иной степени отринательно влиять на 
его развитие. 
Большинство чужеродных вешеств преодолевает планентарный барьер путем 
простой дифирузии. панример ЛСД, фенциклидин. кокаин и другие наркотики. 
этапоя. оргаиические растворители. пестинилы (см. гл. 7, 5, Н)}. Осабеиность 
плзиентарпого барьера — способность пропускать искоторые высокомолскуляр- 
ные вещества, белки и материнские антитела 


* По последним данным. глизльныс отростки являются каналами. способнымн избиратсдыю экстрагировать из крово- 
тока всшсства. нсобхолимые лля питания иервных клеток, и возвращать в кровь продукты нх обмена. 


Токсикокинстические процессы находятся под генстическим контролем. В геноме человека 
от 500 до 1200 различных генов ответсівемиы за пропессы биотраисформации. Индивилуаль- 
ные генстические различия между людьми являются серьезным фактором, который следуст 
учитывать при интерпретации результатов химнко-токсикологического анализа. Например. 
оценивая копиентрацию лигоксина и крови при подозрении на интоксикацию сердечными 
гликозидами. слелуст иметь ввиду, что концентрация лигоксина достоверно выше у пациентов 
с генотипом ТТ по срависпию с паинентами. имеющими генотипы СС и СТ, и это связзно с 
наличием полиморфного маркера С3435Т гена МОК. эксирессируюшсего Р-гликопрогсин. 

Итак. липофильные токсикаиты. проникнув в энтероциты. могут вновь «выбрасываться» в 
просвет кишечиика Р-гликопротсином. В энтеропитах. а затем и в гепатоцитах липофильные 
токсиканты полвгргаются биотрансформаиии ло гидрофильных метаболитов. которые либо 
попалают в системиый кровоток. либо активно секретируюлся в желчь транспортерами орга- 


Гевотип СС 


Рис. 4-12. Схема фупкинопнирования Р-гликопрагеина в структурах гематоэниефалического барьера (РЭБ) 
у лиц с тенотвнами СС и ТТ (Д.А. Сычев. 2006). Повышение проииндемости ГЭБ вследствие снижения 
зкспрессин гена МОК!. приводяшего к уменьшению количеству Р-гликопротеина в эндотелиоии гах ГЭБ 
» лии є зенотином ТГ. что ис наблюдается у лин с генотипом СС. Ф — фсксофеиалии; Р-рр — Р-гли- 
копротени. 
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нических аниопов и катионов. Находясь в гепатонитах. ие успеншие метаболизироваться липо- 
фильные лекарственные средства также способны активно секретнроваться в желчь с помошью 
Р-гликопротеина. Проникновение в ткани линофильных токсикаитон затруднено фуикциони- 
ровапием Р-гликопротеина энлотелиоцитов кровеносных сосудов. Неметаболизировавиииеся 
липофильиые вешества способны активно секретироваться Р-гликопрогениом в проксималь- 


ных почечных канальцах в мочу. 
Гидрофильные метаболиты токсикантов фильтруются в почечных клубочках или секретиру- 
ются траиспортерами органических апионов и катионов в проксимальных почечных канальних 


в мочу (см. гл. 2.4.4). 


Гилрофильзые токсиканты путем простой диффузии транепортируются из сосудистого рус- 
ла в генатоииты транеснортерами органических анионов и катионов (табл. 4-16). 


Таблица 4-16. Характерисиикз осповиых траиспориелов 


"Транспортер 
Р-глнкопротеини (МОК! } 


| » Локализация 


Внешняя поверхность мембра- 
ны энтсрони тов 


Базояатсральная мембрана 
| генатопитове 


Базолалеральная мембрана 


проксимальных позечных ка- 
пальцев" 


ИТ _ Функиня 
«Выкачиваниюе® из энтеронитов в просвет 
кишечника ливофильных токсикантов 


Активная секрения липофиль- 
ных ксенобиотиков в желчь 


Активная секреция липофиль- 
вых кеснобмотнков в мочу 


-- 


Внешняя понерхносгь 
мембрины энлотТезноПнтоОВ, 
гематоопарнальниого, гемато- 
толикулярного и гематошщ- 


__ иентарного барьеров —_ 


ОАТР-С (полинеил Є. 
траиспортирующий органн- 
ческие анионы) 


ОЛТР-8 (полипептид 8. 
тринспортируюинӣ органи- 
ческие анионы) 

ОАТ-1 

(транспортер 1 органичес- 
ких чинонов) 

ОАТ-3 

(траиспортер 3 органичес- 
ких зинонов) 

ОАТ -4 

(трапспортр 4 органичес- 

‚ ких анионов) 


Сннусоилальизя мембрана 
гепатоцитов 


Сипусоилальная мембрана 
тепатопитов 


«Выкачиванне» из энлотелиоцитов в про- 
свет сосули липофильных ксспобнотиков 
— прелдогирошение их проникновения в 
ЦИС, яичники, яички н через олмаси гу 


Поглощение тепатопитеми органических 
анионов из крови, в гом числе билиру- 
бина и его глюкуронилов. гормонов ши- 
товидной железы, желчных кислог и их 
глюкуроииронанных конъюгатоп 


Погловшение гепатонитами органических 
анионов из крони 


Базолагеральизя мембрани 
проксимальных почечных 
кзнальиев 
Базолатеральная мембрана 
проксимальных почечных 
кинальнсв 


Внешняя поверхность мемб- 
раны эшгелиоцитов прокси- 
мальных почечных капальдсв 


Активная сскреция орғшнических анис- 
нов в мочу 


Активная секрсния органических анно- 
нов в мочу 


Актипиая секрения органических анно- 
нов в мочу 


ОСТ-1 
(транспортер { органичес- 
ких катионов} РЕ ЧЩ 


МКР? (протсин 2. ассонии- 
рованный с множественной 
лекарственной устойчивих- 
тью) 


а 


Базолалеральная мембрана 
гепатонигов, эпителиоцитов 
почечиых канальпев 
Каналикулярная мембрана 
пепатонитов 


® Строение печени и почек см. гл. 242 и 2.4.4 


Активная секреция органических катио- 
пов в желчь и мочу 


Акливиая секреция органических ани- 
онов, в том числе глюкуронидиых ко- 
НЪюЮтагов м КОНЪЮГаАРОБ © ГЛУГЛИОНОМ В 
желчь 
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4.3. БИОТРАНСФОРМАЦИЯ 


Биотрансформация токсикантов, как правило. приволит к снижению их активности — дез- 
активации (детоксиканин). Однако в ряде случаев случаев метаболиты ксенобиотиков стано- 
вятся, наоборот, болес активными (активация) и лаже более токсичными (токсификация), а 
также могут измсиить характер токсического действия или инициировать другой токсический 
процесс (см. гл. 3). Биогрансформация — пронесс превращения вешсесзтва в форму. удобную 
для выведения из организма. Биотрансформация токсикантов — сложный миогоплановый 
процесс. в который вовлечено больнюе количество веществ. находящихся во взаимодействии 
лруг с другом. и на тсчспис которого влиясг миожество факторов. 

Биотрансформация токсикаитов состоит из двух фаз. каждая выполияст свои функции. а 
в итоге липофильный ксепобиотик преврашается в волорастворимую форму, выводимую из 
организма. Различают две фазы биотрансформации. 

І фаза — модификация молекулы токсиканта, создающая или освобождающая функцио- 
нальные группы (иапример, -ОН. -МН,, -ЗН и др.) и осушествлясмая различными ферментны- 
ми системами, локализованными в болыней степени в клетках печени (табл. 4-17). 

Н фаза — конъюгация. или синтетичсские реакции токсикантов и/или их метаболитов с 
энлогсниыми веществами, в результате которых образуются конъюгаты — гидрофильные со- 
единения (табл. 4-21). 

Наиболее часто процесс протскаст имсино в такой послеловатсльности, по природа ряда 
токсикантов, прежде всего наличие в молекуле кссиобиотика функциональных групи. способ- 
ных к конъюгации. позволяет миновать [ фазу. 

Болыиниистно реакций Ги Н фазы являются энзиматическим преобразованием молекул ток- 
сикацта. Существуют десятки суперсемейств ферментов. осуществляющих биотрансформацию 
токсикантов, оанако изоферментам питохрома (Р450) прииаллежит велущая роль в окислении. 
восстановлении и гидролизе ксенобиотиков (табл. 4-18). 

Различают печеночную и внепеченочную биотранс- 
формацию. Особенно интенсивно проиессы метабо- 
лизма протекают в печени. При прохождении токси- 
кантов через исчсиь болылинетво из них позвергастся 
бнотрансформации в парепхимагозиых клетках пе- 
чени (см. гл. 2.4.2), что называют эффектом первого 
прохождения, или пресистемиым метаболизмом. 

Метаболигы как 1 фазы (иерсдко болес токсич- 
ные, чем введенный ксенобиотик), так и Е фазы 
из печени поступают в кровь. распределяются по 
органам и тканям. ферментативная активность ко- 
торых значительно инже. а также реабсорбируются 
печенью для последующей экскреции с желчью. 

Поскольку почки (см. гл. 2.4.4). легкие. кишечник. 
сслезеика. мышечная ткань, плацента. мозг, кровь 
(см. гл. 2.4.2) содержат ферментные системы 1 и Н 

‚ фазы биотрансформании. ло опи, хотя и меисе ин- 
тенсивно, чем печень, по также участвуют в этом про- 
исссе. В ряле случлев токсификапия ксспобнотикон 

в метаболически менее активных органах {например. 

в мозге) приводит к катастрофическим последствиям 

(см. гл. 7 и 8). При виснеченочной биотраисформа- 
Рис. 4-13. Фрагмент клетки: эндонлазма- ции могут образоваться отличные от печеночных мс- 
тический рстикулум. | — ядро клетки; 2 — таболиты одного и того же токсикаита. 
поры ядерной мембраны: 3 — грапулярный Мстаболиты. поступившие с желчью в кишеч- 
зилоплазматический ретикулум: 4 — ағра- пик, частично рсабсорбируются и вновь поступают 
нулярный эндоплазматический ретикулум; в печень (печеночная рениркуляция). 

5 — рибосомы на поверхности гранулярного Осповная часть ферментов. участвующих в био- 
энлоплазматического ретикулума; 6 — транс- трансформании, локализована в гладком эндоплаз- 


портируемыс белки: 7 — транспортные лези- матическом ретикулуме (рис. 4-13). 
құлы; & — комплекс Гольджи. 
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Энлоплазматический ретикулум, или эндоплазматическая сеть клетки. — полость сложной 
формы. состояшая из сослинениых друг с аругом мелких вакуолей. уплошенных инстери и 
ветвяшихся канальцев. На рис. 4-13 энлоилазматический ретикулум представлен разйетвлен- 
ной сетью трубочек и карманов. окруженной мемораной. Энлоплазматический ретикулум не 
является сгабильной структурой и подвержен частым изменсииям. Плошаль мембраи эндо- 
илазмагического ретикулума составляет более подонины общей идлощали всех мембран клетки. 
Полости энлоплазматического ретикулума открываются в межмембраниую полость ядерной 
оболочки. Мембраны эплоилазматического ретикулума обесисчивают активный транспор 
ряла веществ против гралиента концентрации. Поперечный размер нитей. образукиних энло- 
нлазматический ретикулум. 0.05—0.1 мкм (иногла до 0.3 мкм), толщина лвухслойных мембран 
стснки капальиев около 0.005 мкм. Эти структуры содержат нснасыщениые фосфолипиды. 
холестерин, сфинголиииды. белки. 

Трубочки. лнаметр которых 0. [-0.3 мкм, заполисны гомогениым содержимым. Их функция — 
осушестилеине коммуникации межлу солержимым пузырьков эидоплазматического ретикулу- 
ма. внешней средой и ядром клетки. Два вида эплоплазматического ретикулума — грануляр- 
ный и агранулярный (злалкий) — выиолняют различные функини в клетке. 

Глалкий эндоплазматический ретикулум клеток печени ирииимаст эктивиное участие в бно- 
транефюрмаиии токсикантов. При иенрерынном постунленни токсикантов (в том числе мели» 
каментов или алкоголя) образуется большее количество агранулярного энлоплазматического 
ретикулума, чго повынает толерантность к токсикаи гу. 

Ферменты. локализованиые в иитоплазме. в питонлазматической мембране. лизосоме или 
мембране ядра. также участвуют н биотраисформанин. 

Мнагие реакции биотрансформании являются НАДФ” / НАДФН- или НАД? / НАДН-зави- 
енмыми (табл. 4-17). 


Таблииа 4-17. Ферменты | фазы биотграисформапии 


Окисление токснкянтов 


Оксилазы сменшиной 
ункиии (микросомаль- 
нос НАДФ” /НАДФН -за- 
висимое окисленне) 
Семейство питедрома 
Р450 участвует в следую- 
ива процессах окисления: 
гидроксилировании 
аромагических и алифа- 
гических углсводоролои 
эноксидиповцнии двой- 
ной связи 
окислении н леалкили- 
равании геғерозтомов 
{О-. $-.№-. 51-1 
\-гизпокснаирповании 
дегилрировлини 
разрыве сложноэфир- 
ной связи с послелую- 
щим окислением 
окислительном псрепо- 
се групни 
Флапиисолержащие мо- 
нооксигеназы «ФМО: 
окисление гетеро- 
атомов {№-, %-. Р-) 
преимущественно в 
гетсропиклаӣх. 
ариламинах. гидрази- 
нах. тпокарбамилах 


Гипроиепоксндазы 


Сопряжепные пронессы, 
прогекиюине ири њос- 
стапомлешш Н ,О. 

н его произподных 
(соокисление), часта 
прнводят к токсиканин 
ксспобнотиков (особен- 
но п гканях с низким 
содержанием иитгохрома 
Р450)) 


Пероксидази-проета- 
тланлин-Н-сиитетиа 


актинирует лва пронбсса: 


образавание гилропе- 
рскисей жирных кислот 
(простагландннов) из 
прахилоновой кислоты 

с номошью инклоок- 
сигеназы и дальнейшее 
НА восстановление до 
спиртов. При этом окис» 
лиются другие субстраты 
{в том числе ксенаби- 
отики} — соокисление 
ТОКСНКАВНТОВ 


Дегиарогеназы (НАД? / 
НАДН-зависимое окис- 
леспне) 


Алкогольлегидрогеназа 


(АДГ) — иигозольный 
фермент, локали змю- 
щийся в печени (мак- 
симальнюе содержание). 
почках. легких. слизнс- 
той оболочке желулка, 
имеег несколько нилой 


1. Класс Е АДЕ-нзофер- 
ментов (с-АДГ, В-АДГ. 
у-АЛГ) участвует п окис- 
ленин этанола, других 
алифонических спиртов 
с числом атомов углеро- 
иа < 5 (см. гл. 8.1) 

2. Класе П АЛГ (х-АДГ) 
участвует в окислепии 
плнфитических н арома- 
тических спиртов 

3. Класс | АДГ 

(Х-АДГ) — в окислении 
алифинических © длин- 
иой углеволорааной 
пепью н зроматичсских 
спиртов 


Флавонротсиирелуктазы 


Участвуют в окислении 
хинонов, нитропроиэ- 
водных зроматических 
углсвопорохов. бинири- 
динов и других токси- 
кантов с обризованием 
супероксид-анион -ра- 
дикала и других АФК 
(см. гз. 3. 8. 10) 


Молибаенаные гидрок- 
силазы Іқслитипокеи- 

| диза, альдегилокснлиза, 
сульфитоксилаза) — 
флавопротсины 


Мопозминооксилаза с 
кофермеитом флавип- 
аэленнилинуклесниыюм 
локализована и ткани 
мозга, во внешией 
мембране митохондрий 
клегок печени. ночек 
кишечинка и тромбо- 
нитях. Опа участвует в 
лелимннированин дофз- 
мина. поралрензанна. 
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Дигилролиолдегидрогс- 
наза из семейства альдо- 
кезо-релуктаз участвует 
в окислсиии полиник- 
лических ароматических 
углсволоролов 


Рі5) и НАДФН -хино- 
ноксидорезуктаза. нит- 
позоредуктазы. нитро- 
релуктазы. азоредуктазы 
участвуюг в восстановлс- 
нии аю- и ннтросоеци- 
нений под возлействием 
кишечной флоры в анаэ- 
робных условиях 


Карбоксилэстеразы, 
зриллиалкилфосфатиза 
участвуют в расшсиле- 
нии эфирной и амил- 
ной свизей в молекулах 
токсикантов. производ- 
ных карбоновых кислот 
эфиров, тиозфиров. 
змидов, вигнарилов. 


Амины иг фснолы 
окисляются с обра- 
зованвем свободмых 
радикалов. способных к 
реакции с основаниями 
нуклсогилов (см. гл. 2, 
3. 8) 


4. Класс ГАДГ (р-АДГ, 
с-АДГ) участвует в 
окисденни ретинола 
Альасгиддегилрогсиа- 
за (АЛДГ) участвует в 
ПАЛ” / НАЛН-зависи- 
мом окисленин альле- 
илов ҷо карбоновых 
кислот (см. гл. \.1) 
АЛЛГ также имеет эсте- 
разиую активность 


Восстановление токсикаптов 
с участием коферменгов ПАД? /НАЛН, НАЛФ? /НАДФН. ФАЛ / ФАДН, 


Глугатионрелукгаза, 
гмүтагион-5-трансфера- 
за участвуют в росста- 
пацлении лисульфилов 
ГЛУТАТНОНОМ 


Карбонильные релуктазы 
1 АДГ катализируют вос- 
становление ряда альде- 
гидов н кетонов 


Гидролнтические резкции 
В тканях и жидкостях организма содержатся низкоспецифичные эстеразы, гилролизуюшис эфиры гок- 
сикантов разного споюения с изменением их биологической акгивпости 


Апетилхолин- и всеваохо- Эноксилгидролаза 


линэстеризы (см. гл. 5.4) 


катализирует превраше- 
ние эпоксидов (нанри- 
мер. ПАУ. см. гл. 19) в 
транслигияролиолы (без 
участия кофакторов). 
являющиеся субстратом 
Р450) (см. выше) 


Окончание таба. 4-17 


серотонина, ГАМК с 
образованием альлегн- 
лов (см. гл. 7) 


Дсгалогеназы коитроли- 
руют восстановичельное 
асгалиенирование али- 
фатических и аромати- 
ческих углеволоролов 


з 


Фляюорогияролаза 
активирует опнепление 
от атома фосфора в 
высокотоксичных ФОС 
фторил-иона. что резко 
снижает токсичность 
ксенобногика. 

Соли ртути и меди 
значительно спижаки 


хлороаптилридов) активность фермеита 
Рал резкинй могуг казализироваться и Р450. 

Примечание АФК — зктизные формы кислорода; ПАУ — полициклические ароматическис углеводоролы: 
ФОС — фосфопоорганические саслинсиия. 


Нитохром Р450 

Гетерогениый фермент цитохром Р450 (Р450) локализован в энлоплазматическом ретикулу- 
ме клеток печени, незначительные количества фермента обнаружены в легких. почках и мозге. 
В чикросомах человека и млекопитаюших выявлено более 15 групп Р450. Его суперсемейство 
обозиачают СҮР. помечая отлельных прелставителсй буквами и пифрами (например. СҮР2С9). 

Цитохром 2450 — фосфолнпилопротогемсульфил-протеиновый комплекс, имеющий в вос- 
становленной форме сролство к оксилу углерода (10). получил такое название вслелствис об- 
разования с СО прочиого комилекса с максимумом поглошения при 450 им. Цитохромы Р450 
относятся к группе гемопротеинов типа питохромов Б. Роль неспснифической монооксигеназы 
Р350 заключается и связывании с субстратом. изменении ври этом его и своей электроиной 
структуры. а также актинаиии молекулярного кислорода (рис. 4-14). 

Для генов. кодирующих Р450. характерен значительный полиморфизм (табл. 4-18). В отс- 
чественной и зарубежиой литературе. электронных базах данных (см. гл. 1.4) собран огромный 
экс периментальный и клинический материал о содержании и активности отдельных фермен- 
тов Р450. зависящих от геистических. экологических факторов. наличия в организме ингиби- 
торон ими инлукторов фермента, например лекарственных срелств (табл. 4-19). 
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ВОН > 4 
а = 
Ғе ЕН Ғе" ВН 
4 
О, ле: (2) 
с, ан | 
Ғеон Ке 1 ч 
р А 
© Ее” ЕН 
>? Р 4 
гео" вн ^ и) 
о 
но) , (3) 
(6) Ғе-ООН = = 
Ер „Рег -0, ЕН 
У. + ря 


МАРРН-Р450 гебисіаѕе 


эс 


МАОРН-Р450 гедисїаѕа" 


_» МАОРН-Р450 гейисіаѕе”" 


Ь оҳ 
МАОРН-Р450 гейисіаѕе 


Рис. 4-14. Обобщенная схема циклического многостадийного процесса. в котором участвуют окислен- 
ные и восстановленные формы Р450, кислород (Е.Р. Сиепвейев. 2001). Цифры п кружках обозначают 
сталии пронесся. 


Табяниа 4-18. Изоферменты Р450. их субетраты. ингибиторы и индукторы 


Изофермеят Локазизания 


.. 
СҮРЕА2 


СҮР2СУ 


СУР2С19 


СҮР206 


СҮР2Е| 


СҮРЗАЧ 


я 
субстраты 
Микросомы Теофиллин. 
|тепатонитов кофеин 
Микросоми НИВС, иепрямые аи- 
гепатоцитов тикоагулянты, антаго- 
нисты ангиотензино- 
вых реценторов, 
пероральные гипогли- 
_ кемические средства 
Микросомы Ингибиторы иротон- 
гепатонитов ного иасоса. 

Е . _ антиконвульсанты _ 
Микросомы В-Адреноблокаторы, 
гепатоцитов антиленрессанты. ней- 

роленгики 
Микросомы Этаноя. 
!генатоцитов _ поранстамол 
Микросомы Блокаторы мелленных 
тепагонитов кальниевых каналов. 


и энтероцигой 


статины. месгиые 
ансстетики, оральные 
контрацептивы, анти- 


__ Лекарственные средства — 


ингибиторы 


Фторхинолоны, 
| цнмегидин 


Циметидин. 
сульфаннламилы 


Циметилии. 
хлорамфеникол 


Изроксетии. флуоксе- 
тин, сертралин. амио- 
зарон, целекоксиб, 

| циметилин 


Дисульфирам. 
ритонавир 
Макролиды, 
прогивотрибковые 
средства — производ- 
ные азолов. пимети- 
лини, сок грейпфрута 


гистаминные срелетиа |_ 


Иричечание. НПВС — иестераилные протиповосицаительные срелстпа 


надукторы 
Рифаминиин. 
фемобарбитал 
Рифампиции. 
фенобарбитал 


Рифемипииин. 
фенобарбитал, 


карбамазении 


| Этанпод. 


изониазид 
Рифампинин. 
карбамазении. 
глюкокортикостероилы, 


‚ зверобой, 


фенобарбитал 
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Факторы, влияющие на активность изоферментон Р450. участвующих в биотрансформации 
токсикантов. представлены в табл. 4-19. 


Таблица 4-19. Факторы, влияющие на активность изоферментов Р450 


Изофермент Полиморфизм генов, | Пол Возраст/активность фермента 

кодируюших Р450 | | 

СҮРІА2* Носительство медленных аалсльных У мужчин ак- К 1-му году жизни составляст 
вариантов гена СУ\УР1А? замелляет тивность выше ‘50% активности взрослых 
бнотрансформацию тсофилинна У ножнлых снижаегся болес чем 

на 30% 

СҮР2С9 Носнтельство мелленных аллельных Нет различий К 1-му месяцу жизни срапинма с 
вариантов тена СУР2С9 замедляет зктивностью взрослых 
биотранеформацию непрямых анти- У пожилых снижается болес чем 
коагулянтов. НПВС. гиногликеми- на 25% 
ческих лекарственных средств 

СҮРЭС19 Носительство медленных аллельных Нет различий Нет лаиных 


вариантов гена СУР2С9 замелля- 
ст биотрансформанию ингибиторов 
протонного насоса. увеличивает эф- 
фсктивность микробной эраликации 


СУ\УР206** Носительство меллепиых аллельных Нет различий Через иссколько дней после 


вариантов гена СУР2О6 замедляет рождения сравнима с активнос- 
биотрансформаиию В-алреноблока- тью взрослых 

торов. аитидепрессаитов, иепролен- 

тиков 

Носительство быстрых аллельных ва- | Нет различий У пожилых сиижается более чем 
риантов гена СҮР206 ускоряет био- на 45% 


трансформацию ђ-алреноблокаторов. 
антилепрессантов, нейролептиков | 
С\УРЗАЗ* Нет ланных У женшин ак- К 1-му году жизни — 30—40% 
тивность выше активиости взрослых. 
У пожилых снижаегся более чем 
на 35% 


*При беременности активность снижастся. 
При беременности активность повышается. 


В табл. 4-20 приведены примеры модификации структур молекул токсикантов іп \мо при 
участии ферментов 1 фазы биотрансформации. 


Таблниа 4-20. Примеры модификации структур молекул токсикантов іп уімо ири участин ферментов 
1 фазы биотрансформации 

"ТЕ Процессы | фазы биогрансформацин — 
Гиароксилнрование 
алканов, стероидов 
изр 


| | ] 
ВеО?" + —СН —• Её О” + Бс аы Ре” + —С-ОН 


Дегилрирование спиртов 
и окисление эльлегидов я о 


н н ӧн он 
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Дегилрирование алканор 


Восстановление питроза- 
рупны 


Дегало енирповциие 


Окисление аромамического 


цикла 


Окисление 
гстероатома азота 


Гилроксилированне 
$-содержащих вещести 


Деалкилиповаине 


Дсалкилироњине 
М№-солержащих вещести 


Гилроксилипование 


ароматических кешеств 


Окончание табл. 4-20 


нн н но н 
ҒеО” + Е = ғео” с а. заа 
| 


Ев” + Н.О + = 


їе 
КМО. ВМО ВАМНОН 
5” а 
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6 - 00е 


а: + Ре а 
ко ов 


о о 
о о 
о2м2 эн о ѕ0н 
н он 
—С-0п —— 6 — с —- —{ +нов 
н н н 
о о. о он о н 
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К-СНО + В'-МН, Ан 


=> В-СН=М-В; 


Пиридоксаль Изониазид 


Эта реакция нсобрагима. Она пренятствует использованию пирилоксаля первными клстка- 
ми организма, что может привссги к нейронатии. 

2. Фепанетии, подобно ацетанилиду. метаболизирустся до анилина и затем до фенилгид- 
роксиламина: 


г он 
МН - Ссн, мн, №н 
+ 
и 
Ацетанипид 


Фенилгидроксиламии преврашаест темоглобин в метгемоглобин, что приводит к развитию 
уемолигическай анемии (см. гл. 2.4.3). 


9 гон 
м-С-сн, мн, № 
а 
2 2 С, 2 
Фенацетин —> || — | 
Еа х © 
осн, осн, осн, 
= 9 ‚он 


$ М 
н 
Парацетамол 27 
(очень токсичен) |. | ——ь — 


он он он 


3. Пенициллин тилролизуется в водном растворе: 


о 
кб мн ^^ Со кт? 
| сн, —- 
„—м— соон С: За И 
9 
о [9] в 


В присутствии первичных аминогрупп аминокислот и белков образуется слелующий про- 
лукі о 
$ СН 


п 5 
к Н 
СМ ШЕЯ | сн, КРЕ ея Кен 
2 М соон С. СООН 


о с М 


К — аминокислота или часть белковой макромодекулы. 

Аминокислоты и белки н этом состоянии не имеют возможности выполиять свои фуи- 
кими. 

4. Биотрапсформация мустина — лекарственного вещества, применяемого для лечения раз- 
личных видов злокачественных опухолей. происхолит но схеме: 
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Окончание табл. 4-21 


Ацетилирование Цитоволь Анетил-коэизим А 
(А-СоА) 
лута: ионовая Цитозоль п энлоплазматическая Коэизим А (Сод) 
сеть 


Коньютация © аминокисла- — Мигохонирии. энлоплазматичес- Коэнаим А (СоА) 
тами кая сеть 


Примечакис. УДФЕК — урилинлифик рат покупононая кислоти: АФС — аченолин-3`-фосфят-5°-фосфосульфит. 


Первый тии конъюгаиии 

Глюкозидная коньюеация 

Глюкозилная конъюгашия ирохолит в 3 сталин. На первой сталии образуется активирован- 
ный промежуточный продукт — урилинлифюосфатглюкоза (УДФГ). на второй — уридинаифюс- 
фатглюкуроновая кислота (УДФГК). 


УДФГ-пирофосфорилаза 


1. О-глюкоза-1-РО, + УТФ — УДФ -о-Ю-глюкоза + РО 


УДФГ-дегидрогеназа 
2. УДФ-с-0-глюкоза + 2 НАД” + Н.О — — —*+ УДФ -с-0-глюкуроновая кислота+ 2 НАДН, 


На третьей стални активный промежуточный продукт УДФГК вззимолействует с агликопом 
(субстратом): 


соон он соон 
| 
н == н УДФ-глюкуронил- Н о о \. МО, 
Э А) 
к ВН н + _ ЕЕ, он н 
но О-УДФ но н 
о он мо, н он 
УДФГК п-нитрофенол п-нитрофенол-В-О-глюкуронид 


Реакция третьей сталии является результатом пуклеофильного замещения (5,2) в функцио- 
пальной групне субстрат с Вальленовским обрашением. 

Возможно образование нескольких гинов О-глюкуропилов. 

1. Тип простого эфира (субстраты явлиются первичными. вторичными и третичными сиир- 
тами. фенолами). например: 


о-с,н.О, 


фенил-В-0- 
глюкуронид 


2. Тин сложного эфира (субстраты являются карбоповыми кислотами) 


соон соо+С,Н,О, 
а 
|| + УДОГК — 
Ф 
бензоил-В-О- 


глюкуронид 
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5-метилирование 

В оргапизме также метилируются различные токсичиые металлы — ртуть, свинец. олово. 
паллалий. таллий. золото и металлоиды — мышьяк. селен. теллур. 

Коферментами реакиии являются $-аденозилметион и вигамин В,,. У метилатов низкая 
растворимость в воле. 

Ацилирование 

Ацетилирование 

Экзогенные амины ацетилируются ацетил-коэизимом А (А-СоА) по схеме: 


СН.СО5СоА + Н.М > ЕМНСОСН, + СоАѕН 
А-СоА СоА 


Реакция приволит к образованию плохо растворимых в воле сослинений (трулнее выволи- 
мых}. однако менсс токсичных. Анестилированис токсичного лекарствсиного препарата изони- 
азила. снижающего его способность к комплесообразоваиию с ионами металлов, облегчает его 
вывсденис через почки. 

Второй тин конъюгацни 

Глутатионовая конзюгация 

Известно более 40 различных типов химических сослинений. способных образовывать глу- 
татионовые конъюгаты. Всех их объединяет наличие электрофильного центра. способного ре- 
эгировать с $Н-группой глутатиона. 


Субстраты: 
В, б, 
а) 4 оЅН 6) бн в) С$Н г) с$Н 
В М, Ра к. ни 
К; х С=С. Сн,У+СН,.),-Сн,-МО, „„С=С-СН,-Х 
в; К, Б; 
к қ 
Конъюгация: 
СЅН-трансфераза и 0 В ОМИ 
В-х + ван — еее > рс сн. С мн сн, соон транофераза_„ 
мн-с-сн,-Сн,-Сн-СОон 
еј МН. 
Циствинилтицин- н 
ки пептидяза ! 
—> в $-сн-с-смн-сн-соон —__х &-5-Сн,-С-СООн — 
мн, мн, 
Н 
__вшетилтрансферәза > В-5-Сн, -С-соон 
мн-С-Сн, 


Трипептил глутатион содержит аминокислоты глицин. цистсин и глутаминовую кислоту. 
Обшая схема конъюгации ксенобиотиков, имеющих электрофильные центры. с глутатионом 
прелставляест собой переносостаткаглутаминовой кислоты, огщеплснисглицинаиацегилирова- 
ние. Нуклеофильнаяатакаглутатион-тналат-аниона(С5`)элетрофильногоатоматоксиканта — 
основной мсхаиизм образования тиоэфиров. Токсикант по своей химической прироле ре- 
агирует с глутатионом неферментативно. Олнако глутатион 5-трансфсраза значительно ус- 
коряст процесс за счет депротонирования ОЗН в ©5. Ряд ксенобиотиков взаимодействует 
с глутатноном стерсосслсктивно только с участием этого фермсита. Реакции конъюгации с 
глутатионом являются рсакинями замещния электроноакиепторной группы или присоели- 
вения. 
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8) СНІ + СЗН —-> СН,56 


6) 22 с ХС. Сй 
| +68н— | | 
мо та МО; 56 


в) сна сн. 
О.н Оу 


г) СН-СООС;Н, СН,-СООС,Н. 
н + СН –-ю т 
СН-СОоОС,н, сн-соосн, 

$6 


Возможна конъюгация глутатиона с всшествами. содержащими гетсроагомы О, $. № с пос- 
лелуюшим образованием окисленного глутатнона С$506 (см. гл. 3. 7.8). 

Коиъюгаты глутатнона в почках превращаются в меркаптуровые кислоты (см. гл. 8) и выле- 
ляются с мочой. В неизмененном виде экскрстируются с желчью, 

Коньюгирование с аминокислотами 

Эта реакция включаст активацию экзогениых карбоновых кислот в присутствии АТФ и СоА 
до образования произволных анпил-5-СоА. которые затем аипилируюг и-аминогруппу амино- 
кислот с образонаинсм копъюгата: 

АТФ 
СоА-5Н + КСООН -+ В-Со-5-СоА 


В-С0-$-Сод + Н,№-СН,СООН + В-СО-МН-СН.СООН 
глинин тлининконъюгат 


Большую роль в определении характера реакпии конъюгапии с аминокислотами игра- 
ет химическая структура ксепобиотика. Так. ароматические кислоты образуюг конъюгагы с 
тлицином. арилуксусные кислоты — с глутамином. Косубстратом может быть и таурин — се- 
росодсржащая аминокислота, которая способствует нормализации метаболизма витамина А. 
Таурин содержится в гканях мыши. серяца. сстчатой оболочки глаза. центральной нервной 
системы. 

Токсиканты. содержащие фрагмент ароматичсского гидроксиламина. образуют коиъюгаты 
с серином или пролином (см. ги. 8). 

Энзимы кишечной флоры 

Метаболиты П фазы биотрапсформапин. поступая © желчыо в кишечник. могуг нод дейс- 
твием бактериальных энзимов (гидролаз) гидролизоваться с образованием исходных неконъю- 
гированных агликонон, когорые вновь подвергаются резорбиии. 

Нитроароматические соединения в анаэробиой среде кишечника под лействием бактери- 
альных глюкуронилазы и нитрорслуктазы могут восстапавливаться до аминов. которые. посту- 
пая в печень, подвергаются биотрансформапин, например 2.6-липитротолуоя. 

Прогнозирование метаболических путей ксенобиотика 

Зная общие закопомерности метаболических преврашений и химическую структуру токси- 
канта. можно прогнозировать образование его метаболитов. Например. лля барбитурата (см. 
ниже) можно прогнозировать слелующие реакции биотрансформации. 

1. Дезалкилирование (деметилирование). 

2. Десульфирование до оксо- изи гидроксогруппы с последующей конъюгацией. 

3. Коиъюгация (метилирование). 

4. Ароматическое гилроксилирование с последуюшей конъюганией (образование сульфата). 

5. Укорочение пспи с последующим окислением и коньюгацией (образование глюкуронила). 

6. Окисление боковой пени ло гилрокси-. оксо-. карбоксигруни с последующей коньюгаци- 
ей (образование глюкуропида). 
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Примечание. 

• Реально реакция протскает преимушественно по какому-либо одному варианту и образуется 
важнейший метаболит. При этом параллельно осуществляются другие пуги биотрансформа- 
ини. но концептрапия этих метаболитов булсг зиачительно ниже концентрации основного 
метабодита. 

• Биотринсформация токсиканта и количество его метаболитов во многом зависят от ско- 
рости вывсдения всшсства из организма. Если скорость вывсдсния вещества высокая. то 
токсикаит будет выводиться или в неизмененном виде, или в виле своего главного метабо- 
лита. 

• При прогнозировании мстаболических путей ксенобиотика исобходимо учитывать путь сго 
ввеления и локализацию трансформируюших реакций. Так. оральное введение предусмат- 
риваст погаошение из ЖКТ, где вешество может быть иодвергиуто частичной биотранс- 
формации кишечной флорой. пищеварительными ферментами и гл. Из ЖКТ вещество но- 
ступает прежле всего в печень. где (как правило) и образуются основные метаболиты. Если 
метаболиты вопорастворимые нешества. то опи быстро выводятся, не усиевая подвергнуться 
аругим преврашениям. Сослинения. сохранившие достаточную липофильность, возвраша- 
ются в кровогок и поэтому включаются в последукицие нуги метаболического превращения. 
Вешества. поступившие в оргаиизм не из пищеварительного тракта. понадают в аргериаль- 
ный кровоток, достигают места своего действия и только затем могут попасть в печень. час- 
тично трансформированные в других органах и ткаиях. гле и произойдут основные реакции 
метаболического преврашения. 


4.4. ВЫДЕЛЕНИЕ ТОКСИКАНТОВ ИЗ ОРГАНИЗМА 


Понятия «элиминация» и «экскреция» обсуждены в начале главы. 

Токсиканты могут экскрегироваться (выводиться из организма в окружающую среду) через 
жесткие. с потом, слюной и желчью, грудным молоком. но преимущественно выводятся чс- 
рез почки. При разных обстоятельствах количество токсиканта, выведенного другими путями, 
может бьпь сопоставимо с выделением через почки. Низкие концентрации ряла токсикантов 
например, паркотиков. мсталлов. экополлютаитов} депопируются в ногти и волосы. где могут 
быть определены е помошью химико-токсикологического анализа (см. гл. 5, 7— 10 и электроп- 
ное приложение). 

Энаогсиные соединсиия имеют оптимальные механизмы вывеления. Эти же меҳанизмы 
действуют и лля выведения токсикантов, близких по строению к эндотенным веществам, од- 
нако если ксенобиотики значительно отличаются от них но структуре. то выводятся долго и 
трудно, претериевая значительную трансформацию своих молекул или надолго депонируюгся 
в соответствующих тканях. например как ДДТ или свинец. Уровень экскреции токсикантов 
опрелеляется степенью их метаболических преврашепий в Ти И фазах биогрансформации в 
более полярные п тем самым более легко выволимые соединения, а также генетически де- 
терминированной активиостью Р-гликопротенна и транспортеров органических анионов и 
катионов (см. табл. 4-16). 

Вылеляют 4 этапа элиминации токсикан вв: 

• О фаза — иреиятствие всасыванию токсикантов в кишечнике, осушествляемое Р-гликопро- 
теином и белком МЕР: 
« | фаза биотрансформании; 
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• || фаза бнотраисформании;: 
• П| фаза — активная секреция токсикантов и или их метаболитов в мочу или желчь. осу- 
шествляемая Р-гликопротеином. транспортерами органических анионов и катнонов. 

Если показатель липофильности нелетучсго токсиканта позволяег ответить на вопрос, 
насколько быстро будет он выведен из организма или ие будет экскрстиройан вовсе. го 
величина сго молекулярной массы определяст основной путь вывеления ксспобиотнка. Со- 
единения с молекулярной массой менсе 300 Д выводятся в основном с мочой. а с массой выше 
500 Д — главиым образом с желчью. Дая конъюгироваиных метаболитов исобхолимо учигы- 
вать увеличение молекулярной масеы за счет комъюгированиюй группы. Так, коньюганихя с 
глюкуроновой. серной кислотами, глицииом и глутатионом увеличинаст молекуляриой массу, 
соответсгиенио. на 193. 96. 74 и 306 Д. 


Экскреция почками 


Почками экскретирустся болынинстно иродуктой нормального метаболизма и большая часть 
полярных токсикантов и гидрофильных метаболитов линофильных вешеств. Пронесс вышеле- 
ния через почки реализуется 3 механизмами: фильтранией через гломерулярио-капиллярный 
барьер. секрецией эпителия почечных канальиев и реабсорбиией клетками эпителия (см. гл. 
2.4.4). 

Путем фильтрации вылеляются асс пизкомолекулярные вещества, находящиеся в растворен- 
пом состоянии в плазме крови. Секреция эпителия почечных канальцев способствует вывеле- 
нию органических катионов и зипонов. Реабсорбиия включаст пассивпую обратную длифкрузию 
всех жирорастворимых веществ. неионизированных молекул органических кислот, таюкозы, 
лактати, аминокислот, мочевой кислоты. электролитов. Большое значение имеет рН мочи. 


Клубочковая фильтрация 


Около 140 мл плазмы крови в | мии отфильтровывается через гломерулярно-капиллярный 
барьер. 

Выделение в почечных клубочках является первой ступенью образования мочи и прелстав- 
ляет собой пассивную фильтрацию плазмы через поры почечных клубочкон. Размеры молекул 
токсикзитов определяют возможность их прохождение через поры и присугствия в первичной 
моче (см. гл. 2.4.4). Вещества, связанные с белками плазмы. не могут проникать через поры. 
Фильграт содержит все составные части плазмы крови, имеющие размеры меньше, чем размеры 
фильтруюших пор базальной мембраны. Скорость фильтрании может меняться в зависимости 
от ряла факторов. например увеличиваться при повышении лавления крони в гломерулярных 
капиллярах или уменьшепии содержания белка. особенно альбумина. в плазме крови. Липо- и 
подорастворимость токсиканта или его метаболита в этом случае не является определяющей. 

У здорового человска белки плазмы крови ие подлежат фильтрации и через почки выхеля- 
ются лишь вещества, не связанные с белками. В крови. согласно закону действующих масс, 
подлерживастся равновссная кониентрация своболной и связанной с белком форм токсиканта, 
поэтому как только молекулы иссвязапного токсиканза отфильтровынаются, раннонссие иару- 
шается, что вызывает разрушение комплекса белок—токсикант и высвобожление токсиканта. 
который опять отфильтровывастся через гломсрулярно-капиллярный барьер. Некоторые ве- 
щества практически полностью отфильтровываются н клубочках почек в течение нескольких 
часов. Прочио связанные в комплекс с белком токсиканты высвобождаются мелленио. поэто- 
му пропесс их выделения затягивастся (рис. 4-15). 

Уровень вынедения большинства токсикантов почками в основном зависит от степени 
фильтрации в клубочках. 

Фильтрация токсиканта в клубочках зависит оз ввелеиной дозы, накоиленпя в тканях ор- 
ганизма, степени связывания с белками плазмы крови и полярности соедипения. Болыпое 
значение для выведения имеют степень и скорость биотраисформации. Для полярных сосди- 
нений распрелеление ограничивается илазмой крови. Липофильные токсиканты. легко прони- 
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кая через мембраны. распределяются в различных тканях 
организма. При биотрансформации полярные метаболи- 
ты токсикантов возврашаются в кровоток и выводятся в 
мочу. 

Вывеление ксенобиотиков и их метаболитов почками 
представляет собой суммарный процесс активного ка- 
нальиевого выделения и рН -зависимой диффузии. Не- 
ионизированиые формы вещества экскретируются клу- 
саан бочковой лиффузисй (фильтраписй). а попизироваиные 
Формы — почечными канальцами. 


Рис. 4-15. Схема клубочковой филь- 
трации токсикаигов органической при- 
ролы 


| — клубочек с порами: 2 — молеку- Канальцевая реабсорбция 

ла ксенобиотика. связанная с белком: (выделение и обратное всасывание 

1 — свободная (несвязаниая) мояс- в почечных канальцах) 

кула; 4 — иеионизироваинан форма: 

5 — ионизированная форма. Суточный объем нервичиой мочи содержиг большое 


количество вешеств, нсобходимых организму, таких как 
глюкоза, аминокислоты. соли. До 99% первичной мочи с содержашимися в ней физиологичес- 
ки необхолимыми вешествами подвергается реабсорбции в почечных канальнах. Это приводит 
к значительному повышению коинентраиии растворенных в моче веществ и формированию 
высокого гралиента концентрации вешеств между содержимым канальцев и плазмой крови. что 
чаляется движушей силой обратной диффузии веществ из первичной мочи в кровь. Релбсорб- 
пия ксенобиотиков опрелеляется геми же правилами. которые обусловливают проникновение 
различных соединсиий через клеточные мембраны, т.с. липофильные соедипсния проникают 
через мембраны легче. чем полярные. Липофильные токсиканты длительнее циркулируют в 
организме. потому что реабсорбируются в большей степени. чем полярные. а выводягся с мо- 
ҷой в меньшей степени, чем полярные. 

Вылеление ксенобиотиков в почечных канальцах селективное и может быть активным и 
пассивным. Активное выделение. осушествлясмое транспортсрами органических катионов и 
анионов. характерно лля эскреции ионизированных органических оснований и кислот. вклю- 
зая глюкурониды и конъюгированные сульфаты. Слабые электролиты выделяются по пассив- 
ному механизму. Эти сослинсния липофильиы в нсионизированной формс. Быстро проникая 
через мембраны стенок канальцев. они попадают в канальцевый проток. где часть их ионизи- 
руєтся при величине рН протока и выводится с мочой, а остальная часть реабсорбирустся. 

Пронипаемость канальцевого барьера сопоставима с проницаемостью слизистой оболочки 
кишечника. поэтому легко резорбирующиеся вешества при приеме рег 0$ с трудом выводятся 
через почки. так как реабсорбируются из исрвичной мочи обратно в кровоток, а затем вновь 
из кровотока в первичную мочу. Барьер, образованный эпителием канальцев. межугонным 
вешеством и энлотелисм капилляров. оплетаюших стемку канальцев. затрудняет свободную 
зиффузию веществ (рис. 4-16). 

Полярныс токсиканты. легкорастворимые в плазме. отлеляются от нее в основном за счет 
фильтрации в почечных клубочках, концентрируются в канальцах и системой транспортеров 


Мембрана 


Реабсорбция %% Рис. 4-16. Пассивная диффузия в почеч- 
е) ном канальие. Обозначения те же. что на 
$ рис. 4-15. 
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выволятся в мочу. Р-гликопротеин и транспортеры органических катионов и анионов (см. 
табл. 4-16) участвукл в транспорте молекул токсиканчов в мочу. 


Выделение печенью 


Билнарная экскреция обеспечивает удаление из организма ряда экзогенных и эндогенных 
веществ, которые не выволятся почками. Желчные кислоты и глутатнон являются основными 
компонентами билнарной секреции. Печень — основной оргаи биотраисформации токсикаи- 
тов — выступает и как орган их экскреции в желчь через барьер. образуемый энлотелием ие- 
ченочных синусов. базальной мембраной и гепатопитами (см. га. 2.4.2). 

Экскреция ксенобиотикон осушествлястся путем простой лиффузии или активного транс- 
порта (захват молекул токсиканта гепатоцитами и выделение их в желчь). Природа токсикан- 
та — определяющий фактор выбора пути экскреции (см. табл. 4-16). Р-гликопротеии, белок 
МЕР и транспортеры органических катионов и анионов участвуют в активном транспорте 
молекул токсикантов в желчь: Р-гликопротеин переносит преимушественно липофильные аро- 
матические соедиисиия с молекулярной массой 300—500 Д и вешестиа, имеющие амниогруипу: 
МВР транспортируют конъюгаты с УФДК и глутатионом. 

Желчь является важным объектом исследования при проведении химико-токсикологичес- 
кого анализа. Для многих токсиклитов установлено соотношение между кониентрацией ксено- 
биотика в крови и желчи (см. гл. 5) 


Выделение через кишечник 


Соединения. выделяемые с желчью, могут полвергнуться реабсорбции в кишечнике. В пер- 
вую очередь будут реабсарбироваться гоксиканты. которые пе были мстаболизированы в печс- 
пи. Кишечная экскрекиия протекаст медленно и является способом выведения токсикантов, 
не подвергающихся биотрансформации. С фекалиями вылсляются всшества. образовавшисся 
в результате бактернальной биотрансформации, изменяющей структуру или форму токсикан- 
та. В ряле счучаев пол возлействием кишечной флоры повышастся способиость токсикаита к 
реабсорбции. 

Таким образом. неполное всасывание токсиканта или его метаболита в ЖКТ. билиарная 
экскреция без последующей реабсорбции в кишечнике или выделение слизистой оболочкой 
ЖКТ ириводиг к кишечной экскреции ксенобиогика или сго метаболита в фекални. Соединс- 
ния многих металлов вылеляются с калом (см. гл. 8.5). 


Выделение через органы дыхания 


Легкими выводятся газы, летучне органические жидкости и летучие метаболиты (вещес- 
тва. нахолящиеся при 37 °С в газовой фазе) некоторых нелетучих токсикантов. Летучий яд. 
нахолясь в крови, проникает через альвеолярно-капиллярный барьер по механизму пассив- 
ного транспорта и персхолит из крови в вылыхаемый воздух. Спеиифической транспортной 
системы экскрепин, как полагают, в легких нет. Уровень выделения легкими летучих ялов 
булет зависеть от их растворимости в плазме крови. градиента концентрации или парииаль- 
ного давления между средами. а также эффективности легочной вентиляции и величины ле- 
гочного кровотока. Зависимость межлу летучестью токсиканта и его растворимостью в крови 
используется, в частности, при экспертизе алкогольного опьянения по вылыхасмому воздуху 
(см. гл. 8.1 и электронное приложеиис). 

Возможен способ легочной экскреции альвсолярно-бронхиальным путем. В этом случае 
сурфактаит, содержащий токсикаит, выделяется в просвет дыхательных путей и выволится 
вместе с адсорбированнымн на поверхпости эпителия частицами аэрозоля из лыхательных 
путей благодаря мукоцилнарному восходяшему току в гортань, заглатывается и поступает в 
ЖКТ. 
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Другие пути выведения токсикантов 


Вывеление токсикантов может осуществляться секретами экзокрииных желез путем иростой 
диффузии (грудное молоко. пот. слезы). что позволяет использовать их в качестве биомаркеров 
воздействия (см. гл. 2.4.1) и объектов исслелования при проведении химико-токсикологичсс- 
кого анализа (см. гл. 5, 7—10). 

Элимипация ксенобиотиков в молоко зависит от продолжитсльности их нахождения в ор- 
ганизме. Лниофильные токсиканты с болыпим исриолом полувыведения, например инсскти- 
циды, содержатся в молоке в значительных коицентрациях. Доказаны экскреция токсикантов 
(наркотиков, многих лекарствениых препаратов. этанола и др.) в грудное молоко матери и 
возможность таким образом отравления младениев при грудном вскармливании. 

Пути выведения токсикантов неорганической природы определяются их физико-химичес- 
кими свойствами. сродством к эндогеиным лигандам, зависят от многих факторов внешней и 
внугренней среды организма. Например, фториды, ионы мышьяка разной степени окисления, 
стронция замешают хлорилы. ионы фосфора или кальция соответственно, нарушая тот или 
иной важный для организма процесс. Поведение металлов в организме прежле всего связано с 
сохранением металлолигандного уомеостаза и баланса элементов (см. гл. 8.5). Для одних эяе- 
ментов остовной путь вывеления — почки (стронций, ртуть. селен), для других — ллительное 
лепонирование в костной ткани (свиней) или ЖКТ (мыпњяк, сурьма). В главе 8.5 подробно 
обсуждаются пути преврашения в организме и токсичность многих элемситов Периолической 
системы. 

Прогиозирование возможных экологических последствий. разработка эффективных мето- 
дов коитроля над состоянием окружающей среды должны основываться на знании законо- 
мерностей поведения токсикантов в биосфере, особснностей их миграции по биологическим 
цепочкам. обмена в организме животных и человска. Для оценки и прогнозирования токсичес- 
кого эффекта необходимо знать. как изменяется во времени количество токсиканта в рассмат- 
риваемом органе или ткани. Как правило, оно изменястся вследствие накопления и выведения 
токсиканта (например. без учета депонирования). При однократном поступлении в барьерный 
орган во всех остальных органах вначале преоблалает накопление. а затем после достижения 
максимального значения — моиотониос вызедение. Во многих случаях функцию улержапия 
токсикантов от времени можно выразить уравнением: 


ААДА ерх, 


гас А, — количество вешества в органе или ткани ко времени 1; А, — количество вещества в 
начале поступления; А, —доля общего количества вещества, которая выводится с константой 
скорости А; 1 — время. прошедшее с момента поступления вещества (часы, сутки); У — сумма 
экспоненииальных членов. 

Выведение из организма остеотропных (депонирующихся в костной ткани) токсикантов 
описывается уравнением: 


г = А", 


ге А — доля вещества, остающаяся в организме к концу 1-х суток; г — время наблюдения 
после однократного поступления; п — параметр, зависящий от вида животного и химических 
свойств токсиканта. 

Экспоненциальные и степенные функции ранее использовались как улобные для аппроксима- 
иии, наблюдавнейся в опыте в зависимости содержания токсикантов в организме от времени. 

В настоящее время для оценки содержания токсикантов в организме используют высоко- 
чувствительные метолы их опрелеления (например. ИСП-МС). комбинированные (гибрид- 
ные) системы (например. ГХ-МС. ВЭЖХ-МС). иммунохимические и другие методы (см. 
гл. 6). Тем не менее указанный выше расчетный способ используют для вычисления текущего. 
кумулятивного и полного солержания радионуклилов в организме. Существует и пругой метол 
получения значений функции удержания г (0. Он основан на результатах экспериментального 
исследования мехаиизмов транспорта и метаболизма веществ и последующем моделировании 
этих процессов. 
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Вместо заключения 


В табя. 4-22 приведены 3 алгоритма прелполагаемого повеления в организме токсиканта 
органической природы в зависимости от липофильности ксспобиотика и его способности к 


биотрансформации. 


Табаица 4-22. Алгоритмы предполагаемого поведения токсикаита органической приролы в оргапизме 


Гнилрофильные вешества 
В результате малой способнос- 
ти проникать через пипияный 
барьер мембран гепатоцитов 
и в связи с этим недоступные 
лля ферментов печени такие 
токсиканты ирактически ис 
метаболизируются 
Через системпый кровоток 
попадают в почки, где филь- 
труются н первичную мочу. и, 
не реабсорбируись в почечных 
кинальиах. выволятся с мочой 


Липофильные вешества 


Высокая пинофильность. Несио- 


собпость к биотрансформаиии. 


Легко достигают метаболитичсски 
активные органы и ткани, в том 
числе клетки печени. по в силу 
своей химической ириролы не 
способны граисформироваихся в 
более полярные продукты. 

Часть веществ, которая полверг- 
нстся гломерулярной фильтрании. 
буде! полностью реабсорбирована 
из почечных канальцев, так как 
коипиентрация своболной фракции 
этих венести в плазме крови будет 
низкой из-за высокого процента 
связывания с белками плазмы. 

На длительное время останутся в 
организме 


Срелняя зипофильность. Сиособ- 
ность к биотрансформзиии. 


Прозоажительность нахождения в 
организме способных к биотран- 
сформании вешести опрелеляется 
скоростью образования их гилро- 
фильных метаболитов 

При высокой скорости бинотранс- 
формации веществ в печени только 
их незначительная часть попалел 
в сисгемный кровоток в исизме- 
пенном виде. а оставшаяся часть 
подвергистся пресистемной эли- 
минация, лействие которой может 
бып, настолько эффекмивным. ч1о 
вещества (папример. интроглиие- 
рин или лидокаин) практически 
не булут оказывать возлействия на 
организм ири принятии рег 05 


Реально влияние многих факторов может изменить в большей или меньшей стенени молель 
поведения вешества. однако обшие закономерности сохранятся. 

К факторам. влияющим на метаболизм токсикаитов. отиосяг естественные факторы (гсие- 
тические особенности, пол. возраст, питание. врелные привычки. окружающая срела); пато- 
логические измсисния органов. изменение активности ферментов под влиянием экзогенных 
веществ (см. электронное приложсиие). 

О влиянии генетических факторов было сказано выше (см. табл. 4-18. 4-19 и гл. 3). 

Токсиканты могут быть субстратами. ингибиторами или индукторами фермситов. участ- 
нующих в реакциях биотрансформации. Нередко один и тот же токсикант можно отнести к 
иескольким из указанных категорий. 

В табл. 4-23 приведена краткая характеристика иидукторов и ингибиторов ферментов. вли- 
яющих на метаболизм токсикантов. 


Таблица 4-23. Характеристика индукторов и иигибиторов ферментов. влияющих на мегаболизм токси- 
капттов 


Ингибиторы ферментов 


Метирапои, 7,Х-бензофлавой. кобульт, ЗКЕ-525 
и др. 

і. Обратимые ингибиторы прямого действия: 
эфиры. спирты. лактоны. изоцианаты, фенолы. 
антиоксиданты, производные пирилина. 

2. Обралимые пигибиторы непрямого действия: 
производные бензола, арилаякиламины, алкил- 
амнпы. аромагические амины. гидразин. 


Индукторы ферментов 

Обшие признаки: 

высокая липофильность; 

активнос иззимолейстине с ферментами; 

длительный Т, 
Самый сильзый из известных индукторов моно- 
оксигеназ — 2,3.7,8-тетрахлородибензо-р-лиоксии 
(ТХАД). эрфективная доза 1 мкг/кг 
Известно более 250 подобных вошеств: 


барбитураты; Оказывают влияние через промежуточные про- 
полициклические и хлорипованные; дукты своего метаболизма. 
углеподоролы; 3. Необратимые ингибиторы. разрушающие 


пифенилы; питохром Р450: 
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Окончание табл. 4-23 


анлрогенные и знаболические стероиды; палигалогепированные алканы. производные 

глюкокортикоиды: олефинов, ацетидсиа. ряда ссросодержащих 

кегоны: соелинепий. 

п ар. 4. Ингибиторы. тормозяшис синтез и ускоря- 

Их делят на 3 группы: ющие распал нитохрома 2450: ионы металлов, 

| Инаукторы широкого снек- 2. Индукторы узко- органические сослинения. влияющие на синтез 
гра лейстпия (барбитураты. го (избирательного) а. ингибиторы белкового синтеза, мстал- 
хлормгясводоролы): спектра действия, лоорганические соединения свинца. кадмия, 

ускоряют метаболизм дипи- например пониник- | РТУТИ 

лорастворимых веществ; лические аромати- 

увеличивают содержание ческис углеводороды 

иитохрома 0450: стимулируюг: 

увеличивают активность зроматическое 

системы НАДФ /НАДФН; глроксилированис 

стимулируют процессы М№-гидроксилиро- 

окисления. восстоюнления вание 

и реакнии глюкуронилной глюкуронидпую 

конъогаини конъювзцин 


Инлукторы смешанного типа: поянхлорированные 
зифенилы 


4.5. ВТОРИЧНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ 


Посмертные метаболические процессы. называсмые нторичиым метаболизмом. подразделя- 
гот на аэробные (тлсние, мумификация) и анаэробные (гниение. путрификация), в результате 
которых претерпевают изменения экзогенные вещества и более 130% эилогенных соединений. 
Пол действием специфических бактериальных гилролитических ферментов — кптепсицон про- 
исхолит аутолиз — самоперивариванис клеток. Через несколько часов после смерти бактерии 
кишечника проннкают через его стенку и по кроненоспым сосудам распределяются по всему 
трупу, при этом кислотность срелы и активность катепсинов возрастают. паступаст процесе 
путрификации органов и тканей. 

Примеры реакций вторичного метаболизма зилотениых сослипений: 

• Жиры, аминокислоты > СН ОН, С.Н.ОН > альлегилы -— кислоты 
• Глюкоза С,Н,ОН. С,Н,ОН. СН,ОН- альчегилы э кислоты 

• Лейцин > С.Н, ОН- альдегиды — кислоты 

• Валин ә изо-С,Н,ОН - альлегиды -» кислоты 

Химический состав пролуктов вторичного метаболизма эндогенных соединений (фона) за- 
висит от времени разложения трупного материала, наличия влаги. доступа возауха. бактериаль- 
ной флоры и других факторов. 

Тленне — аэробный процесс относительно быстрого разложения — приволит к образо- 
ззнию веществ, более токсичных. чем образующиеся при анаэробном процессе — тниенни. 
\умификания сопровожластся образованисм жиропосковых веществ. и в течение длительного 
времени токсикангы сохранякися в неизмененном состоянии. 

При вторичном метаболизме продолжаются процессы летоксикании ксснобнотиков путем 
гилроксилирования, метилировиния, конъюгации и т.д. 

Катализаторами этих пропессов являются специфические ферменты, образующиеся толь- 
ко после смерги. Особенность вторичного обменз — отделение образовавшихся продуктов от 
протоплазмы и сохранение (запасание) вне клетки или в метаболически неактивиых частях 
тетки. 

При вторичном метаболизме белков идут пронсссы дезаминирования. декарбоксилирова- 
ния. биосинтеза: 
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1. Дезаминироваине В -сн-соон аа 5 в-сн-соон 


МН. он 


2. Декарбоксилировзиие В -сн-соон —> ВСН, мн, + СО, 


мн, 
3. Биосинтез, например из 
триптамииа образуются алкало- о 
илы гармия и гармаи К мн, —> м2 1 „МН, —» 
(Д триптамин р У 
2 | | г < 
—» Ы И 5 
< м кл 
М І 
н сн за ЧЕН 
| 
у 
| “ 
н.со ни й 
н СН, 
гармин 
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Реакции траисформации различных азотсодержащих веществ приволят к получению ами- 
нов: 

-МО, э -МН, 

-МЕМ- > -МН, 

-МО, э -МН, 

При проведении первого этапа химико-токсикологического анализа (скрининг) разложив- 
шегося трупного материала можно получить ложноположительные результаты за счет содер- 
жания большого количества низкомолекулярных соединений, дающих с искомым (иодоз- 
ревасмым) токсикантом идентичные резулыаты. Поэтому экспертиза загнившего трупного 
материала требует особых способов пробоподготовки образиов (см. гл. 5, 7—11 и электронное 
приложенис). 

Основные процессы преврашения токсикантов в трупном материале — окисление, восста- 
повлепие, дезаминированис, дскарбоксилировазие, лесульфированисе. Сохраняемость токси- 
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кантов в трупном материале различна и зависит от ряда факторов, в первую очередь от приро- 


ды токсиканта: 


• оргапические вещества разлагаются быстрее, чем нсорганическис соединсния; 

• органические пещества разлагаются быстрее. чем в живом организме. например сложные 
эфиры или амиды в трупном матсриале практичсски ис обнаруживаются. за исключением 
кокаина и атропина: 

• ионы металлов переменной степени окисления восстанавливаются по более низкой степени 


окисления. 


В табл. 4-24 привсдены примеры сохраняемости токсикантов в трупном материале. 


Табли 4-24. Сохраняемость токсикантов в труином материале 


Токсыкант 


Дипразин 


Тиорилазии 
Амитриптилин 


Эгаминал натрия 


Гликозиды лнги- 
талиса 


Ртутьорганические 
соелинения 


Хлопофос 


Карбафос 


Этанол 


Время хранепня, Примечание 
% содержание | 
3 мес; Способ консервирования образнов — лобав- 
солержанис ление этанола. По истечении 3 мес пояно- 
постоянно сиижается стью преппаиизется в сульфоксид 
90 дней — 12—22% 
1 мес — 32% Может быть обнаружен не позднее 6 мес 
6 мес — 6% 
| мес — 20—22.7% Производные барбитуровой кислоты надежно 
6 мес — 19,8—20.7% обнаруживаются в свежем и гнилостно-раз- 
ложившемся материале ло 6 мес хранения 
Не болсе 3 дней Посмертные пропсссы в условиях хранения 


трупного материала при температуре ниже 
20 °С существенно не ваняют на результат 
только в первые 2—3 дня с момента 1аступ- 
лення смерги 


В процессе гниения содержанис Гидролизуются с высвобождением нонов 
обшей ртути нс изменяется. а ртуть- ! Ня?”. когорые связываются с меркаптокисло- 
органических соединений — тами. ссросодержащими псптилами и бслка- 
снижастся ми. Храпепие в асептических условиях 
Через 3 мсс: 
метилртуть = 70% 
этилртуть = 45% 
-фснилртуть = 20% 
3 мес Распалается с образованием лихлофоса. 


дихлорацетальдегила. Сохранясмость зависит 
от первоначальной концентрации: чем боль- 
ше поступило, тем мелленнсс раснад 


1—3 лия Быстро разлагается в трупном материале 


Динамика содержання этанола во внутреиних органах и тканях в разные сроки 
носмертного периода обусловлена реакнисй окисления. лиффузней этанола и 
новообразованием этанола микроорганизмами. 


‚ Аоказано. что этанол сохраняется в течение первых 2 мес при захоронсиии летом 


н 4 мес — зимой. 

Длительность сохраняемости этанола зависит от величины его исхолной коннен- 
рации. При концентрации более 4%с обизружение возможно в течение 3 мес 
летом. 

Новобразование этанола под действием гнилостной микрофлоры происхолит в 
тсчеине первых 2 мсс. Увеличение содержания этанола не превышает в среднем 
0.490 (в желулке до 1.195). 

Высокое содержание этанола в органах и тканях. подвергшихся гиилостному 
изменению в отсутствие специфической микрофлоры (дрожженые. плесневые 


бактерии). свидетельствует о прижизненном ввелсини, а ие о повообразовании 
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МЕТОДОЛОГИЯ 
ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО 
АНАЛИЗА 


Но растет там из открытий лес 
Нал бемонной процастью ошибок. . 
П. Кузнецов 


5.1. ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ, ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ 
ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 


Условия развития современного общества требуют создания нового подхола к анализу био- 
логически активных вешсстн и загрязнителей окружающей срелы. Залача лостоверного об- 
наружения и количественного определения широкого круга веществ различной химической 
приролы в часто кардинально отличающихся друг от друга по своим свойствам и характерис- 
тикам объектах при условии дефинита времени может решаться исклкиительно с привлече- 
нием нескольких современных химических. нммупохимических и физико-химических методов 
исслелования. результаты которых взаимно дополняют и уточняют друг пруга. Химико-ток- 
сикологический анализ (ХТА) — сисгематическое аналитическое исслелование. Целью ХТА 
являются илентификания токсикантов и определение их кониентрании в биологических объ- 
сектах. Каждое исслелование. проведенное сулебным химиком-экспертом, имеет юрилические 
последствия. 

Достоверность и надежность полученных резульгатов опрелеляются правильностью орга- 
низационных мероприятий (отбор пробы. хранение проб, постоянный контроль за работой 
оборудования. чистотой реагентов и др.). чувствительностью и спепифичностью используемых 
метолов, знанвем природы и метаболизма вешества (см. 5.8). 

Различают (условно) песколько направлений ХТА. кажлос из которых имеет свои залачи и 
некоторые особенности (табл. 5- |). 

ХТА имест судебно-правовую направленность, которая заключается в том, что юрилическис 
вопросы решаются биозналитическими меголами. а полученный результат на конечной сталии 
преобразуется в орилический ответ. 

Сушествуют три варианта проведения ХТА в зависимости от коикрегных обстоятельсти 
лела. клинических. криминалистичсских и других ситуаций. 

1. Анализ объектов, содержаших известные токсичные вещества (в некоторых случзях даже 
известна доза попаншего н организм токсиканта). пазывают внаправленным», например 
проведение ХТА в клиничсских лабораториях для контроля за выведенисм ксенобиотика, 
ходом лечения и т.д.. т.е. случай, когла известны обстоятельства дела. 

2. Наличие косвенных сведений, указывающих па возможную причину отравления. гипотезы 
о химической приролс токсичиого вешества. построенная на основе клинической карги- 
ны отравления пострадавшего н/или результатов патологовизтомического вскрытия трупа, 
обусловливают некоторые изменения в методических пояхолах. применяемых в направлен 
пом» ХТА 


Таблица 5-1. Осповные направления ХТА* 


Вяд анализа 


Судебно-хими- 
ческий анализ 
(СХА) 


Клинико-ток- 
сикологический 
анализ (КТА) 


Анализ нар- 
котических 
средств (АНС) 


Допииг-знализ 


Цель анализа 


Установление причии 
смерии или покушения 
на жизнь как состав- 
ная часть судебно-ме- 
дицинской экспертизы 


Днагностика отравлс- 
ния лля выбора мстола 
лечения 


Установление факта 
присутствия наркоти- 
ческих средств в био- 
субстратах человека. 
количественное оирс- 
деление токсикантов 
(согласно законода- 
тельству РФ) 


Установление факта 
присутствия в био- 
субстратах человека 
вешества, занре- 
шепного Всемириой 
антидонинговой ор- 
ганизаңией (МАРА), 
или свидетельства его 
использования 
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Залачн анализа 


Илентификапия и коли- 
чественное опредезенис 
вешес гва. вызвавшего 
отравления 
Суцебно-правовая оцси- 
ка отравления 


Илситификания и койн- 
чсетвепное опрелелсине 
вешества, вызвавшего 
отравление 


Илентификация и коди- 
чественное определение 
{нс всегда) средства, 
вызвавшего наркотичес- 
кое одурманивапис 


Илентификапия и коли- 
чественное определение 
запрещенного вещества 

и ео мегаболитов 


Особенности анализа 


Характер биообъектов 
Многообразис токсикантон 
Различное распределение гокси- 
кантов по оргавам и тканям 
Наличие мешающих агентов 
Степень разложения трупного ма- 
териала (вторичный метаболизм) 


Экспресс-анализ 

Установление корреляции между 
тераневтической и токсической 
дозой 


Возможность сокрытия факта уно- 
требления наркотических срелств 
Возможиносгь фальсификация 
пробы 

Возможность использования 
нескольких паркотических или 
одурманивающих средств одно- 
временно (проявление синергизма 
и ангагонизма токсикантов) 


Возможность сокрытия факта упо- 
требления запрешенного средства 
Возможность фальсификации 
пробы 

Возможность использования не- 
скольких запрещенных средств 
олновременно 

Многообразие потенциальных ло- 
пингоВ 

Терапевгичсская доза 

Высокая чувствительность мето- 
дов анализа 


“Криминалистический анализ не является предметом рассмотрения этой книги. Особенности анализа 
объектов небиологичсского происхождения на наличис наркотиков рассмотрены в разлеле 5.6.2. 


3. Отсугствис каких-либо свелений о природе токсичного вещества требует принципиально 
пругой стратегии провсления ХТА. В этом случае используемые аналитические присмы обл,- 
елиняют под названием «пенанравленный» ХТА. Это наиболее сложный случай исследлова- 
ния, в когором всегда применяют группы методов анализа, а полученные результагы взаим- 
но дополняют и уточняют друг пруга. 
Стратегия проведения апализа выстраинастся в зависимости от особенностей паправленно- 


го или ненанравленного исслелования. При провелении направленного анализа необходимы 
подтверждение наличия известного токсикапта в биосубстратах потерпевшего и определение 
количествсиного содержания токсиканта. На основании знания физико-химических свойств 
токсического вешества полбираюг условия и технику изолирования. которая позволяст селек- 
тивно отделить апализируемое вешество от биологической матрицы. Как правило, лля анализа 
в этом случае необходимо небольшое (по массе) количество биообъекта. В некоторых случаях 
возможно прямос обнаружение токсиканла в биологическом образце. Если в 1-м варианте лля 
выбора оптимальных условий анализа можно воспользоваться справочной информацией или 
данными литературы. то 2-й и 3-й варианты болсс сложные. Они требуют скрининговой (мно- 
поступснчатой) методики изолирования. поскольку нсобходимо охватить все подозреваемые 
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вешества с самыми разнообразными физико-химическими свойствами. Общим скрининговым 
полходом к изолированию веществ органической приролы в случас нснаправленного анализа 
является групповое выделение токсикантов. основанное на каких-либо обших свойствах. Ме- 
тодический присм, называемый скринингом, — это поэтапное обнаружение групповой прина- 
длежносги токсиканга, а затем идентификация и количественное определение индивилуально- 
го токсичного вещества. В ХТА приняго делить большинство изолируемых агентов па вешества 
кислого. нейгрального. слабоосновного и основного характера. Многоступенчатая схема изо- 
лирования требует большого (по массе) количества биообъек!з, вспомогалельных химических 
веществ (растворители. реагенты) и разнообразной техники. 

Залачи ХТА решаются с помошью скрининговых тестов, позволяющих в минимальнос вре- 
мя из большого круга токсикантов выявить олно или несколько вешеств, лля подтверждения 
обнаружения которых далее проводится целенаправленное исслелование. Скринпинговые тесты 
имеют невысокую специфичность. Они применяются только для опрелеления групповой при- 
наллежности. возможно. присутствующего токсиканта. 

Во всех случаях ХТА аналитик сталкивается с получением ложноположительных и ложноот- 
рицательных результатов. Первые связаны с недостаточной селективностью методов обнаруже- 
ния, а вгорые — с нелостаточной чувствительностью выбранных мстолов анализа. 

Выбор аналитических методов исслелования определяется главной залачей анализа — ло- 
биться минимуми отрицательных и максимума положительных результатов при опрелсле- 
нин токсиканта в биообъектах — и связан с осповными характеристиками аналитических 
методов — чувствительностью и спецнифичностью, зак как этими параметрами определяется 
наличие ложноотрицательных и ложиоположительных результатов соответствейно. 

Выбор метода с низкой чувствительностью грозит псобнаружением искомого вошества (лож- 
поотрицательный результат). Чувствительность аналитического метола (см. гл. 6.1) — отноше- 
ние сигнала анализируемого вешества к сигналу базовой линии — выражается в илпограммах 
на миллилитр (нг/мл) или в граммах на килограмм (г/кг) биообъекта. При отрицательном 
результате лальнейший понск токсикаита не проволится. Результат имеет отрипатсльное су- 
лебно-химическое значение. Спенифичность мегода — ключ к опрелелению искомых пешеств. 
Слецифичность зизлитического метода (см. гл. 6.1) позволяет отличать химическую структуру 
опрелеленпого соелинения от структуры сму подобных аналогов. Чувствительность и специ- 
‹фипносзь — основные характерисгики — используемых методов. формирующие возможность 
получения положительных и отрицательных результатов анализа (схема 5-1). 


Положительные результаты = истинно положительные + ложноположительные 


(объект. содепазни (объект, не солсржаций 
анализируем нентсство} ина ирусмое вещество, 


Отри цательные результаты = истинно отрицательные ых ложноотрицательные 
(объект. ие содержали объект. солегжашийя 
зивуизируемое всшсество) знали щ:руемое вешество) 
Схема 5-1. Формирование положительных и отрицательных результатов. 


„Ложноотрицательный ответ (результат) — это отрипательный ответ па присутствие по- 
лозреваемого вещества, полученный при исслеловании объекта. содержащего это вешество. 
Ложноогрицательный отвст обратно пропорционален чувствительности мегода анализе чем 
выше чувствительность, тем меньше ложноотринательных ответов и больше положительных. 
Получение ложноотрицатсльных результатов связано с нелостаточиой чувствитсльностью ис- 
пользусмого метода. преднамеренной фальсификанией пробы, недостаточной квалификацией 
эксперта, систематическими ощибками исслелований. Например. образец, солержаший | 
гпсроииа. смешан с дымным порохом. Тестирование этого образца с примсиснием реагента 
Марки. который солержит серную кислоту и формальдегил. может привссти к обугливанию 
лымного пороха и послелующей маскировкс кроваво-красного окрашивания. 

Ложнопаножительный ответ (результат) — это положительвый ответ на присутсіние но- 
лозреваемого вешества, полученный при анализе объекта, не содержащего это вешество. Лож- 
ноположителыгыс результаты указывают на возможное присутствие какого-либо токсикаита. 
хотя на самом леле его нет, или па присутствие опрелеленного токсиканта, тогда как присутс- 
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твует другое токсичное вешество. Ложноположительные результаты теста приведут к дополни- 
тельным тестам, но ие к ложному заключению. Например, примеси и «разбавители» нарко- 
тиков могут вызвать изменения цвета образиа в результате химической реакини и привести к 
ложноположительным результатам. Появляющиеся изменсния цвета на самом леле нс явля- 
ются ложными, они лишь отражают присутствие веществ. обнаружение которых не являстся 
задачей конкретного аналитического происсса. Ложноположительные результаты (их число 
можег досгигаль 10—15%) обусловлены недостаточной сисцифичиостью использусмого мегола 
за счет перекрестных реакций. слабой профессиональной полготовкой эксперта. системати- 
ческими ошибками. зағрязиснными реагснтами. плохой организацией труда. искачественной 
локументацисӣ. Например, для иммуннохимических методов(см. гл. 6.2) можно снизить поро! 
обнаружения, или сш-оЙ (термин. применясмый в англоязычной литературе), до порога чувс- 
твитсльности метода. который обычно в несколько раз нижс сщ-оЙ. В этом случае снизится 
число ложноотринательных результатов. возрастет число положительных. однако однонремсн- 
но резко возрастет и чнсло ложноположительных результатов за счет снижения специфичности 
(перекрсстные реакции) метода. 

Предел обнаружения (см. гл. 6.1) — минимальные концентрация или количество вещества. 
которые можно определять дапиым методом с какой-то допустимой погрешиюстью. 

Проблемы ложноотрицательных и ложноположительных результатов выявляются, как пра- 
вило. на ранних стадиях аналитического процесса и рационально решаются. 


5.2. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ ЭТАПАМИ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО 
АНАЛИЗА (ОТБОР ПРОБЫ, ЕЕ ПОДГОТОВКА К АНАЛИЗУ, ВЫБОР МЕТОДОВ 
АНАЛИЗА) И ИНТЕРПРЕТАЦИЕЙ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 


Эффективность определения содержания токсичного вещества снижастся из-за манипули- 
рования (с умыслом или без) с образиом. отбираемым на анализ (особенно у живых лиц). 
Образги может быть разбавлен, полмснен или загрязнеи. Имсется широкий выбор информа- 
ции о том. как замаскировать тест, начиная от устных рекоменлаций ло ресурсов Интернста и 
популярных журналов. Кроме того, сушествует достаточиое количество данных по премедика- 
ими. в которых показано, какими способами можно создать интерференцию в тестировании, 
например наркотиков для получения ложноотринательных результатов. Нс исключен вариант 
выпуска нодпольными паркосиндикатами готовых форм. заведомо содержащих химические 
вешества. могущие впослелствии замаскировать употребление запрещенного средства. 

В свою очерсль для противостояния возможному манипулированию с образцом лаборато- 
рни лолжны использовать систему организационных мероприятий для обеспечения падежнос- 
ти результагов тестирования. Они охватывают все этапы ХТА, включая отбор проб. пробопод- 
готовку, предварительные и подтверждающие метолы анализа. 

Способы фальсификации образца. Предотвращение и фиксирование загрязнения образца у жи- 
«ых лиц 

Подмена образца. Чаше всего подмена образца наблюдается при отборе пробы у живых лии. 
В СХА. кримипалистичсском анализе это происходит в результате или злого умысла. или ха- 
затности. 

В качестве замены донорского образца. взятого у живых лиц, могут выступать образцы эчис- 
той» мочи членов семьи. друзей в даже животных. Олнако при замене реальной мочи сущест- 
вуст очевидный риск замены се образцом, содержащим какос-либо контролируемое вошество. 
В настоящее время сушествуют специальные подпольные службы, спабжающие наркоманов 
синтетической мочой, свободной от наркотиков. 

Другим общим примером являегся замена образца жидкостью, схожей с мочой по цвету 
м консистениии. Подобная фальсификация может быть осуществлена заменой мочи разбав- 
тенным вином, пивом, смесью волы и других веществ, симулирующих мочу (яблочный сок, 
окрашенные смеси, разбавленный чай и т.д.). 

Сушествуют различные технические приемы. когда донор пытается осушествить подмену. 
Учитывая, что температура отобранной биожилкости лолжна находиться в прелелах 32—38 °С, 
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подмененные образцы часто хранятся на теле подозреваемого в гибких контейнерах (презер- 
вативы, грелки). Доноры также умеют катетеризовать сами себя. чтобы заменить свою мочу 
мочой, споболной от наркотиков. Накопси. некоторые индивидуумы используют подставных 
лиц, хотя это трудно сделать. сели у нолозреваемого имеется в наличии паспорт или другой 
идентифицирующий документ. 

Раздавление образца. Одии из паиболсе общих приемов изменения результата тесгирования — 
значительное разбавление исследуемого образца. Разбанленис можел умсныпить кониентрацию 
токсичного вещества в образце по отношению к иаиболее низкому уровню обнаружения (на- 
пример, сш-оЙ лля иммуноферментного анализа — ИФА — юрилически лостоверный прелел 
обнаружения). Используются различные способы разбавления: ввеление больших количеств 
волы в организм, добавление воды в непосрелегвенно отобранный образси, использование ме- 
ликаментозных срелств или других веществ, которые могут пролуцировать лиурез. Например. 
в качестве пешеств. способных вызвать повышенный диурез. применяют классические диурс- 
тики, калийсберегающие препараты, ингибиторы кзрбоангилразы. осмотические диурстики. 
злкоголь. аммонийхлория. кофеин. некоторые фитопренараты. В лаборатории разбавление 
может эффективно контролироваться соответствующими тесгами (опрелеление солержация 
креатинина, измерение плотности мочи). При отрицательном результате анализа на контро- 
лирусмос вещество понуиюе обнаружение вышеуказанных препариов должно насторожить 
исследователя в снязи с возможной попыткой фальсифицировать результат. 

Загрязнение образца. Загрязимтелн, применяемыс подозреваемыми лля сокрытия факті зло- 
употребления какимн-либо веществами. можно разделить па двс группы: испояьзусмыс т уіуо 
им уиго. 

Загрязиители, используемые іп муо. — это вешества. которые прелиазначены для созлания 
интерферениии во время анализа на почозрсвасмое вещество. Как правило. липа, исмользу- 
юшие этот способ. знают физико-химические основы. возможности н недостатки метолов, 
примснясмых в ХТА. Так. подкисление мочи употреблением больших количести аскорбиновой 
или гиплуровой кислоты (полкислеиные фруктовые соки) затрудняег опрелепение слабых ос- 
нований (змфетаминов, фенциклилииа). 

Использование больших доз доступных лекарственных препаратов может также изменить 
результат теста. Например, оснонные мочевые метаболиты аспирина, салипиловой кислоты 
потенциально будут способствовать получению ложноотрицательных результатов при исиоль- 
зовании иммунохимических методов (ИХМ). Однако сушествуют простые приемы. позволию- 
щие специалистам в области иммунохимии опрелелить фальсификапию. 

Загрязнение образна іп унго лостигается лобанлениесм посгороиних вешеств к исследмемому 
образну. Хотя апрнори присутствие загрязнителей приводит к ложноотрицательным резуль- 
гатам. окончательный эффект загрязнителей часто непредсказуем. могут наблюлаться и лож- 
поположительные результаты. Большинство загрязнитслей добавляются с пелью повлиять на 
иммупохимическую реакнию. Загрязнители могут изменить рН и пониую силу опрелелясмого 
раствора. повлиять на химическую структуру обиаруживасмого вещества вследствие прямого 
химического взаимолействия или воздействия на биоматрицу, ингибировать связывание ток- 
сиканта с антнгелами, нигерфернровать с токсикантом на этапе измерсвия. В первую очерель 
это достунные бытовые химикалии и пищевые продукты — пильсвая соли, аммиак, отбелива- 
тели. алкоголь. сок лимона, пероксид водорода и т.д. 

Для того чтобы предотвратить нодмену образия. его разбавление и/или использование за- 
грязнителей, ври отборе образца необходимо провести несколько простых пройслур: 

• удостоверить личность лонора (локументом с фотографией. прелставителем алминистрации 
изи другим лином. имеющим право наентифициронать личность); 

® измерить температуру образиа мочи (в течение 4 мин после отбора образил его температура 
сохраняется в интервале 32—38 °С); 

подкрасить воду туалетного бачка (в месте отбора пробы) в голубой (или другой» ивет; 

ограничить доступность обслелуемого к воле. мылу, другим моюшим и лезолорируюшим 

средствам: 

» препоставить возможность прямого или косвенного (видео) наблюления за лонором в мо- 
мент отбора пробы; 

® пронлвссти четкую миркировку образца. 
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Кроме того. лонор обязан снять верхнюю олежду. слать личные веши (кошелек. кейс и др.). 
вымыть и высушить руки перея слачсй анализа мочи, а также расписаться в рабочем журнале. 
что проба его мочи не фальсифицирована. 

Если ссть подозрение на разбавленис. полмену или загрязнение образна. донор обязан слать 
товторный анализ под непосредственным наблюдением со стороны обслуживающего персона- 
ла. Оба образца лолжны быть подвергнуты исследованию в лаборатории. 

Внимательный впешний осмотр отобранных биообразцов можег помочь в илснтификации 
загрязнителей. Так, сильный запах жидкого мыла, отбеливателей. аммнака, уксуса или духов 
обычно ошушастся в момент вскрытия контейнера. Цвет мочи. отличающийся от обычного. 
наличис осадка в пробс также говорят о возможном присутствии химических загрязнителей. 
Кроме того, летергенты и мыла обычно образуют обильную пену при встряхиванни. 

Бактериальный фон. цвет. занах. РН образца и солержание креатинина в моче — важней- 
шие характеристики биопробы. Разбавленный образец имеет плотность менее 1.003 и обычно 
содержит креатинина менее 20 мг/100 мл. 

Обработка первичной информации (в случае летального исхода) 

Залачей бюро сулебно-медицинской экспертизы (БСМЭ) является исслелование причин 
внезапной. насильственной. неестественной смерти, а также смерти от неопределенной (невы- 
ясненной) приролы. Судсбно-мелицинский эксперт ответственен за определение причины и 
способа наступления летального исхода. Причиной смерти могут быть механические повреж- 
ления: травмы (в том числе огнестрельные, кожные и т.д.), интоксикация или болезнь. кото- 
рая инициирует процесс. привепший к летальному исхолу. Первоначальная причина смерти 
может быть не опрелелена. Смерть может послеловать спустя голы после первоначальной по- 
пытки убийства. отравления т.д. Классификания причин наступления смерти прелусматривает 
5 позиций: убийство. самоубийство, несчастный случай. естественная смерть. невыясненные 
причины. При патологоанатомическом исследовании не всегла можно определить причину 
наступления летального исхода. Для того чтобы установить причину смерти. необходимо полу- 
чить наиболее полную информацию относительно каждого частного случая (оненка конечного 
исхола. осмотр места действия, милицейские протоколы. социальные и медицинские заключс- 
ния. результаты вскрытия, гистологического и токсикологичсского исследований). 

Роль судебного пагологоанатома состоит в оценке причин случайной, невыясненной и на- 
сильствснной смерти. В случае отравления патологоанатом должеи исключить травматичес- 
кие или другие (заболевание) возможные причины смерти. выбрать и сохранить необходимые 
биообъекты для химико-токсикологического исследования. Некоторые токсиканты настолько 
ясно проявляют свою приролу. что натологоанатом может опрелелить причину смерти без 
предварительных тестов, например некроз печени, обусловленный использованием фенацети- 
на, специфический запах при отравленни пианилами. специфическое поврежление коронар- 
ной артерии при использовании кокаина. Однако такис предположения требуют полтвержле- 
ния результатами ХТА. Приблизительно 10% объектов. направляемых на токсикологическое 
исслелованне. не имеют какой-либо вспомогательной первичной информании. Тем не менее в 
процессе ХТА обнаруживают многие токсиканты, а интерпретация результатов химико-токси- 
хологического исследования коррелирует с результатами вскрытия. Большинство токсикантов 
не вызывает спепифического поврежления тканей и органов, и их присутствис в трупе может 
быть локазано только ХТА. 

Отбор и хранение необходимых биообъсктов лля ХТА являются исключительно важным 
этапом вскрытия. Полезность для анализа отобранных биообъектов зависит не только от со- 
стояния трупного материала, но и от патологоанатомической техники (присмы, метололо- 
тия). Образцы должны быть помешены в соответствующие, предназначенные лля этих целей 
чистыс. правильно (в соответствие с приказами, методическими указаниями) маркированные 
контейнеры с использованием корректных консервантов. 

Целостность образца в процессс хрансния является необхолимым требованием для дальней- 
шего исслелования. В тех случаях, когда вскрытие не позволяет опрелелить причину смерти. 
необходимо отобрать алскватиое количество образнов многих тканей и биожидкостей. Полу- 
чение положительнюго результата может сузить область исследования. в этом случае отпаласл 
необходимость исследовать кажлый объект и анализировать другис образцы. Токсичные ве- 
шества иногла могут быть полностью утеряны в процессе бальзамирования — консервации 
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трупа. поэтому если не будет отобрано достаточное число образцов во время первоначального 
исследования трупа, то причина смерти никогла не будет опрелелеиа. Свидетельство о смерги 
выписывается сулебно-мелицинским экспертом по указанным выше 5 позиниям. Результаты 
ХТА образцов трунного материала позволяют установить, являются ли токсичные нсшества 
причиной смерти или они могли быть ее определяющим фактором. 

Болынииство сулебио-химических отлелений БСМЭ имеют унифицированные схемы опреле- 
ления токсикантов при исслеловании тех или иных обстоятельств смерти. Поэтому патологаана - 
том может давать указания, конкретизирующие нель ХТА для кажлого конкретного случая. 

Убийство. Различие межлу интоксикацией и насилием хорошо распознается при ХТА в 
случае травматического убийства, включая гесты на алкоголь и предписанные нормативными 
документами другие токсиканты. 

Суицид. При сунцилах обычно обиаруживают лекарственные средства, которые могуг вы- 
звать или обострить депрессию. Токсиканты. наиболее часто используемые при суниидах, 
включают алкоголь. бензодназспины. дифенгиарамин. кокаин и другие нелегальные наркоти- 
ки. Обычно жертва суицида использует прием нескольких веществ, чтобы уменышить шансы 
на выживанис. 

Несчастный случай. Смерть от несчастного случая может быть вызвана различными об- 
стоятельствами: утоплением, пзлением, пожаром. электрошоком, морскими и авиационными 
катастрофами. случайной нередозировкой лекарственных средств. В очевидных случаях смерти 
от несчастного случая, очень важно исключить алкоголь и/или лекарственные средства, инлу- 
цируюнше психические расстройства. 

Состояпис трезвости или интоксикация умершего можст быть опредесляюшим фактором в 
попытке определить чью-либо вину. Например, волитель становится недесспособным в резуль- 
тате сердечного приступа. что приводит к аварии. Химико-токсикологическое исследование в 
этом случае становится необходимым и является частью обшего исслелования факта смерти. 
Обнаружение интоксикации жертвы вместе с лругими обстоятельствами может указать. что ин- 
цидент был предумышленным. Например, обнаружение большого количества лекарственного 
средства (или средств) в желудке умершего указывает, что передозировка скорее всего была 
предумышленной (например. суицид). чем случайной. 

Если исслелование трупа показало наличие оксида углерола (1) в крови обожженной жер- 
твы или цаличис сажи в лыхательных путях, то жертва погибла в самом начале пожара. Такая 
картина можег наблюдаться в случаях смерти от естественных причин или повыток убийны 
замесги следы. Важны осмотр места происшествия и информация об особенностях трудовой 
деятельности. Если выделение токсичных вешеств в ходе технологического процесса доказано 
н следствие располагает полным перечнем таких веществ, то судебно-химическое отделение 
БСМЭ должно провести исследование по их возможному обнаружению и сопоставить резуль- 
таты экспертизы с обстоятельствами смерти. 

Естественная смерть. При определении причин естественной смерти ХТА может и пе пот- 
ребоваться. Если вскрытие ясно установило причину смерти. то медицинский эксперт может 
решить, что в химико-токсикологическом исследовании нет необходимости. Однако бывают 
ситузиии, требующие обязательного подтверждения иричин смерти результатами ХТА. Напри- 
мер. острый инфаркт миокарда у молодых лиц часто ассоцинруется с использованием кокаина. 
Результаты ХТА в этом случае являются определяющими. Диагноз алкоголизм должен быть 
подтвержден биохимическим анализом крови. Диагноз внезапной детской смерти требует п 
обязательном порядке тестирования на содержание алкоголя, наркотиков и ряда лекарствен- 
мых срелств. так как пля детей использование успокаивающих препаратов (даже в малых лозах) 
может быть смертельным. 

Когда причина смертн вызывает сомнение, должно быть проведено тестирование на обна- 
руженис высоких (токсичных) лоз определенных груии лекарственных препаратов. Например. 
тяжелобольные люли могут совершить сунинд или быть случайно (умышленно) отравлены. 
Поэтому случаи нераспознанных отравлений, замаскированные под естественную смерть от 
какого-либо заболевания, часто раскрываются после проведения ХТА. 

Неклассифицированная, неопределенная или невыясненная смерть 

В тсх случаях, когда после завершения исследования и вскрытия причина или способ осу- 
шествления смерти остаются невыясненными, нсобходимо провести гистологические и до- 
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полнительные химико-гоксикологическис исследованиям. В этом случас задача ХТА состоит в 
том. чтобы определить. присутствуют ли в теле умершего токсичные агенты в количестве. спо- 
собном убить человека. Если возможность отравления токсичным агентом определена. даль- 
нейшие исследования должны помочь патологоанатому ответить на вопрос. каким образом 
токсичный агент был введен в организм. оценить его максимальную дозу и время. в течение 
которого токсикаит нахолился в организме перед наступлением смерти. Результаты ХТА наря- 
ду с другими фактами позволяют сформировать мнение о способе осуществления смерти. 

Невыяспенная причина отравления. Смерть от отракления или передозировки может быть 
случайной. наступить в результате суицида или убийства. Различные признаки, указывающие 
на отравление, могут наблюлаться уже при вскрытии. Наличие пустых контейнеров от лекарств 
на месте происшествия также может свилетельствовать о суициде или передозировке. Вскры- 
тие способно зафиксировать легочную эмболию. отек мозга или другие повреждения. В этих 
случаях натологоанатом просит супебно-химическое отделение полтверлить прелиоложение об 
отравлении, идентифицировать токсикант и дать информанию о количественном солержании 
яда, способном вызвать смерть. Результаты ХТА позволяют определить возможную употреб- 
ленную лозу и путь ввеления токсиканта (см. гл. 4). 

Если при проведении реанимационных мероприятий в клинике пострадавший выживает 
в течение 24—48 ч ло паступлсния смерти. то ценность посмертных образиов для ХТА зна- 
чительно снижается. Особенно это касается случаев, когда подгвержлаются данные о смерти. 
вызванной использованием лекарствсиных средств и наркотиков. В этих обстоятельствах кли- 
нические образцы (кровь и моча), взятыс ранес при жизни для КТА. могут быть нсоиенимыми 
для СХА и интерпретации результатов. Очень важио, чтобы повторно образцы были иссле- 
длованы в лаборатории супебно-хнмического отделения, так как бывают обстоятельства. когда 
результаты КТА не подтверждаются результатами судебно-химического скрининга. 

Исслелование скелета. гнилостного и бальзамированного материала проводят только в про- 
цессе СХА. Возможности для отбора образцов в этих случаях ограничиваются доступностью 
биоматернала. аналитическим оборудованием токсикологической лаборатории и другими об- 
стоятельствами. 

Стратегия химико-токсикологического исследования посмертного материала 

Не существует такого метола анализа. который служил бы методом выбора лля определе- 
ния всех образцов, везле и всегда, который бы с помошью одной простой проиедуры быстро 
обнаруживал и лостоверно ипентифицировал все встречающиеся токсичные вешества при ус- 
ловии их низкой кониентрапии. Поэтому процесс обиаружения и идентификации (см. выше, 
варианты 2 и 3) разделен на два метолических этапа: первый скрининговый (указательный), 
второй подтверждающий (идентифицирующий). Метолы первого этапа должны облалать высо- 
кой производизельностью, высоким уровнем чувсгвительности. лостаточно широким охватом 
классов токсичных соединений, но не обязательно высокой специфичностью. На этом этапе 
нужно получить минимум отрицательных отвстов и максимум положительных. однако при 
таком методологическом подходе число ложноположительных резульгатов значительно. При 
использовании лаже самого чувствительного предварительного метода результаты скрининга 
должны быть подтверждены аналитическими мстолами. основанными на пругих физико-хи- 
мических принпипах. Второй этап — удаление всех (в идеале) ложноположительных резульга- 
ТОВ. 

Подтверждающие методы должны быть выше или равными по чувствительности предвари- 
тельным методам для уменьшения числа ложноотрицательных результатов н выше по специ- 
фичностн лля спижения числа ложноположительных результатов. 

Полученные результаты должны отличаться особой надежностью, так как имеют юриди- 
ческие последствия. Надежность работы химико-токсикологической лаборатории определяется 
способностью лостоверно обнаружить химическое вещество, вызвавшее отравление. или сго 
метаболит в биожидкостях и тканях потсрпевшего, а также в объектах небиологического про- 
исхожления, с которыми контактировал человек. Не менее важно достоверно не обнаружить 
такие вешества, если отсутствовало их потребление или контакт с ними. Надежность поло- 
жительного или отрицательного ответа связана с многочисленными факторами: давностью и 
частотой потребления токсичного вещества (контакта с ним). путем попадания его в организм 
человека. возрастными. вссовыми. дистическими, динамическими, этническими, особепнос- 
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тямн поглощения. биогрансформации и выведения ксенобиотиков. состоянием печеночной и 
почечной функиин, рН и объемом мочи (см. гл. 2—4). С другой стороны. надежность правиль- 
ного отшета связана с чунствительностью и специфичностью используемых методов анализа 
(см. гл. 6.1). 

Надежность полученного ответа во многом зависит и от правильной организации полу- 
чения. приема и хранения объектов исследования (биоматериал, объекты пебиологического 
происхождения), четкого локументирования всего проиесса работы. постоянного налзора за 
правильностью работы оборулования и чистотой всех реагентов. высокой профессиональной 
полготовки калрового состава лаборатории. 

При ответе на вопрос о природе токсиканта (пиагностическис задачи) аналитик может обой- 
тись без образцов сравнения. Еслн требуется установить химическое строение и количествен- 
но определить солержание токсиканта, то необходимо воспользоваться паспортизировапными 
стандартными образиами. 

Для подтверждения належиости результатов часто возникает необхолимость в моделировании 

аналитического процесса, т.е. проведении эксперимента, имитирующего влияние окружающей 
среды. условий хранения. пробоподготовки на химический состав объекта исслелования. 
Основные стадии ХТА: 
отбор пробы; 
подготовка и перевод ее в форму, удобную для анализа: 
разделеине и кописитрированне пробы: 
обнаружение и количествениое определение токсиканта; 
обработка результатов и их интерпретация. 
Стадии ХТА лолжны быть прокоитролированы (см. гл. 5.5 и 6.1) применением станлартиого 
вешества сравнения. проверкой правильности результатов (калибровка проводнмых операций), 
носпроизводимости результатов (статистическая обработка результатов), условий провелеиия 
анализа (молелирование). 

Контроль на стадии отбора пробы проволится в связи с возможным уничтожением вешест- 
венного доказательства или фальсификацией объекта. малой по массе пробой, се загрязнением 
или изменением химического состава пол воздействием окружающей среды. 

Контроль на стадии пробоподготовки проводится в связи с риском частичной или лаже пол- 
ной потери опрелеляемых вешеств. Это операция лолжна состоять из действий, направленных 
на сохранение определясмого вещества. Рекоменлуется проведение экспрессных тест-анали- 
зов, не требующих предварительной подготовки. т.е. непосредственно в биоматериале и других 
объектах (иммунохнмические. химические и некоторые другие тесты). Для большинства мето- 
лов ХТА стадии пробоиовгоговки и концентрирования являются обязательными. 

Контроль на стадии обнаружения и количественного определения. Выбор совокупности мсто- 
дов определения токсиканта должен являться алгоритмом проведения той или иной экспертизы 
и прелполагать примененне методов. основанных на разных физико-химических принципах. 

Подтверждающие тесты. В ХТА принято первичное обнаруженис токсичного вешества 
полтвержлать с помошью повторных исследований методами, имеющими отличную от пред- 
варительных методов анализа физико-химическую природу. При некоторых обстоятельствах 
может быть применена система газожилкостной хроматографии (ГЖХ) в качестае прелвари- 
тельного и подтверждающего теста. например, если на втором этапе исследовании используст- 
ся лериватизация (см. ниже) образна (силилирование или ацетилирование). ведущая к измсне- 
иню аналитического сигнала ГЖХ — времени удерживания. характерного для токсиката. Олнако 
подтверждающий анализ с использованием второй системы ГЖХ с подобной. но ис илеитичной 
колонкой обычно неприголно. так как данные об относительном времени улерживания многих 
вешеств не булут сушественно различаться при переходе к близким условиям хроматографирова- 
ния (от одной системы к другой). например использование фазы ОУ-[ или ОУ-17 (см. гл. 6.3.2). 
Применение радиоиммунного метода (РИА) для подтверждения положительных результатов, 
получениых другим иммупохимическим меголом. например поляризационным флюоресиенг- 
ным иммуноанализом — ПФИА не приемлемо. хотя эти два метода и различаются по своей 
сущности. Это связано с тем. что вещества. исследуемые первым метолом, будут иметь те же 
самые перекрестные резкиии. что н во втором (специфичные антитела могут рсагировать на те 
же токсичные вешества или на вещества, сходные с ними; см. гл. 6.2). 
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Если сравнивать надежность тонкослойной хроматографии (ТСХ) и иммунных мстолов в 
скрининговом апализе. то иммунные мегоды преяосхолят ТСХ-скрининг в отношении обна- 
ружения токсичных веществ. потребляемых в низких (миллиграммовых и субмилянграмовых) 
количествах, например галлюциногенов. В случаях острых отравлений, лстальгых исходов, ког- 
ла лозы токсичного всщества повышены из-за передозировки. ТСХ-скрииинг является впол- 
не уловлетворительным метолом. Полтверждающими методами являются. в первую очерель. 
гибридные методы высокоэффсктивной жичкостной хроматографии с масс-спектральным де- 
тектировапием (ВЭЖХ-МС), газовой хроматографии с масс-сиектраяыиым летсктированнем 
(ЕХ-МС) или капиллярного электрофореза с масс-спектральным лстектированием (КЭ-МС). 
которые соединяют высокоэффективиое разделение веществ. содержашихся в образце, с вы- 
сокочувствительным масс-селективным детектором (см. гл. 6.3). Что касается использования 
ТСХ как подтверждающего метода лля иммуиохимических тестов и наоборот. единой точки 
зрения в этом нег. С одной стороны, ТСХ считается педостаточю надежным подтверждающим 
методом при решении юрилических залач. но достаточно хорошим для решения клинических 
вопросов. Что касастся использования ИХМ для подтвержления даиных ТСХ, необходимо 
помнить. что в большинстве случаев они полтвержлают наличие ие инливилуального вешес- 
тва. а класса вешсста, в котором нерелко могут быть вешества. имеюшие разное токсическое 
действие. Олнако в последнис годы успехи иммунохимии настолько значительны, что стало 
возможным определение ряла индивилуальных веществ либо узкой группы аналогов. Полроб- 
нее о новых возможиосгях ИХМ нзложсио в главе 6.2. Повторио использовать иммунофермсит- 
ный метол с различной перекрестной реактивностью можно для аргументации первичного 
скрининга. например за исспепифичным ИФА с широким спектром псрекреслных резкций 
на опиаты следует сделать более спсинфичный иммунный тест на конъюгированный морфин. 
Тем не мсисе комбинирование ИХМ/ГСХ или ИХМ/ГЖХ требуст использования сще олного 
подтверждающего мегола, например ГХ-МС. 

Полтверждение идентичности обнаружсиного вещества в нескольких экстрактах одной и той 
же нробы является обоснованным и правильным приемом. Полтверждениие результата только 
в елиничпом экстракте образца нс может быть аргументировано, поскольку ие исключена 
возможность загрязнения экстракта в процессе пробоподготовкя. Использование подтверж- 
лающих методов илеитификации рекомсилуется в отношении всех вилов токсичных веществ, 
включая этанол и оксид углерола (11). 

Метол количествсиного определения солержапия искомого вешества может быть одновре- 
менно и подтверждающим мстолом нлентификании. если определяемое вещество было изна- 
чально обнаружено метолом, отличающимся по своей ирироде (например. ПФИА+ГХ-МС). 

Внутренний и внешний контроль. Дан надежной работы лаборатории важным условием явля- 
ется наличие внутреннего и вноинсго контроля за всеми этапами рабогы от получения объекта 
исследования ло выдачи ответа. Для внутреннего контроля. проволимого в самой лаборатории. 
можно использовать объекты, в которых уже обиаружено то или иное токсичнос вешсство и 
объект. заведомо не солсржаший этого вешества. Желателыю, чтобы количество токсичного 
вешеслва в контрольных объектах было пиже. па уровне и выше порогового уровня чувстви- 
тельности скрииингового метода. применяемого в данной лаборатории. Контрольные образцы 
должны составлять не менее 10% всех исследуемых проб. 

Внешний коптроль проводится по специальным программам круппыми клиническими. 
токсикологическими и наркологическими учреждениями и центрами, возглавляющими службу 
ХТА. Провсрка работы лабораторий проводится открытым способом. когда лаборатории зна- 
ют, что они иселелуюг контрольные пробы. и скрытым способом. когда лаборагории не знают. 
что они исследуют контрольные пробы. Открытый способ проверки способствует выявлению 
максимальных техинко-организаиионных возможностей лабораторин. скрытый — реализации 
этих возможностей в ругинном анализе. 

Особенности первого этапа химико-токсикологического исследования (стратегия скрининга} 
посмертного материала. Первым этапом исследования является анализ первичной ниформации 
(анамнеза) и результатов вскрытия. Если у патологоанатома нет особых сведений для судеб- 
ного химика-аналитика. отвелствеиность за решение, какие тесты должиы быть проведены. 
лежит исключительно на профессиональной компетентности специалиста-химика. Эксперт 
руководствуется нормативными документами. регламептируюшими его работу (см. гл. 1.5), 
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и составляет план исследования посмертного материала при невыясненных обстоятельствах 
отравления химическим агентом. 

Каждый биообъскт полвергастся ненаправленному анализу. Для скрининга широкого спект- 
ра веществ большинство эффективных схем проведения экспертизы включает сочетание ИХМ с 
хроматографнческими метолами и химическими тестами. В лабораториях судебио-химических 
отделений биообразцы анализируются по станлартизованным схемам согласно методическим 
указаниям, утвержденным МЗ РФ (ом. гл. 1.5). Для скрининга лекарственных средств и токси- 
кантов. изолируемых экстракцией, обязательно используются моча, кровь и (в зависимости от 
обстоятельств дела) другис образцы (печень. содержимое желудка, желчь. мозг, легкие и лр.). 
Скрининг летучих ялов в крови направлен на обнаружение этанола. метанола. изопропанола и 
ацетона. галогенировзиных и негалогенированных углеволоролов. 

Иммунохимические метолы используют лля детектирования вешеств. которые трудно обна- 
ружить одним или диумя хромагографическими методами. 

Отбор образцов трупного материола 

Образцы труиного материала морфологически разнообразны и вариабельны по содержа- 
нию токсиканта. Отбор образ основан на анамнезе случая. указаниях оргиюв дознания или 
доступиости изъятия. В качестве исслелуемых обьектов отбираются кровь (из сердиа и ис- 
риферическая). вся достунная мочв и желчь, стекловилное тело, все лоступное содержимое 
желудка и ткани органов (в первую очерсль печени). При этом выполняются соответствующие 
инструкции и приказы об отборе максимального количества образца (табл. 5-2). В случаях. 
когла вскрытис ие производили, отбираются нериферическая кровь, моча и стекловидиое тело. 
Выбор биообъекта, его отбор. консервирование и хранснис — важнейшие пропедуры СХА. 


Таблица 5-2. Объекты исслелования при проведении СХА 


Бнообъекты Количество образия Примечзнве 


Кровь 50—100 мл Источник идситификации 
Анализирустся всегла 
Консерьаит — 2% раствор фторида натрия или оксалата 
КАЛИЯ 
Хранить при 4 °С в течемис тестироваиия и при — 20 °С 
во время длительного хрансиия 
Если возможно, го хранить аликвоту без лобавления 


конесрвинтов 
Кровь 10—25 мл Источник идентификации 
периферическая Анализируется при полном химнко-токсикологическом 
(из бслрсиной илн исследовании 
подключичной Консервант — 2% раствор фторила натрия или оксалата 
вены) калия 


Хранить при 4 “С в течение тестирования и при —20 "С 
во время длительного хранения 


Кровь. тромб 10—25 мл Анализируется в случаях травмы 
Консервант — 2% раствор фторила натрия или оксалата 
калия 


Хранить при 4 °С в течение тестирования и при —20 °С 
во время алительного хранения 


Моча Вен Источник идентификации 
Анализируется всегла 
Консервирование ие обязательно 
Вылелить некоторое количество. лаже если обший объем 
менее 1 мл. лля иммунохимического скрипнига 
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Окончание табл. 5-2 


Желчь Вся или не менсе 30 мл | Источник идентификании 
Анализирустся всегда 
Консервирование не обязательно 
Перевязать желчный пузырь, чтобы избежать 
загрязисния. отбирать перел отбором образца печени 


Стекловилное тело Всё илн не менсс Источник идентификации 
2—3 мл жидкости Анализирустся всегда 
из каждого глаза у Консервирование ие обязательно 
взрослых. около Собрать жидкость из обоих глаз в обычную пробирку 


1 мл у новорожденных 


Содержимое Все Анализируется при полном химико-токсикологическом 
желудка исследовании 
Консервирование не обязательно 
Перевязать желудок. чтобы избежать загрязисния из 
других внутренних органов: отметить общий объем 


Печень 50 з Источник нден: ификаши 
Анализируется всегда 
Консервирование ие обязательно 


Почки 50 г Анализируются на мсгаллы, этиленгликоль 
Консервирование не обязательно 


Селезенка 50 г Анализирустся на СО, СМ№М-иовы 
Консервированис ис обязательно 
Очень полезное исследование, особенно когда мало 
крови (обгоревшие трупы) 


Мозг. жировые 50 г Анализируется на липофильные вешества 
ткани Консервирование не обязательно 
Очень полезное исслепование в случаях петской смерти 


Дегкие 50 г Анализируется на летучие ялы 
Консервирование не обязательно 
Отбирать в опсчатаиный контейнер 
Как можно тшательчей отобрать трахеальный воздух 


Волосы Связанный пучок с Анализируется при отравлении лекарствами. металлами 
тсмепвпой части головы Консервирование ие требуется 
(ис всегла) Отметить листальный и ироксимальный концы 


Судебная зашищенность результатов ХТА зависит от качества н типа отобранных образцов, 
их сохранности и документального оформления. а также контроля во время отбора пробы и 
процесса хранения. 

Биологические жидкости отбираются повым илн химически чистым маркированиым шпри- 
мем аля подкожного введения с использованием иглы пужиого размера и длины в соответс- 
твии с объектом, из которого отбирается проба. Для каждого образца используются только 
озна игла и шприн. Случаи повторного использования ишрипа ни иглы возможны только лля 
отбора образцов со сниженным риском загрязнения отбираемых биопроб и могут быть свя- 
заны с удобством и эффективностью работы коикретимм набором. Если ширии и игла были 
ранее использованы. их нсобхолимо тщательно вымыть и продезинфицировать перед повтор- 
ным употреблением. Типичная процелура очисгки состоит из 30-минутного вымачивания в 
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лезинфинирующем растворе (например, в 10% волном растворе гипохлорита патрия) с послс- 
луюшим промыванием пеионогенным детергентом и ополаскиванием болыним количестном 
дистиллированной воды. Дополнительная дезиифекиия может быть осуществлена в автоклавс. 
Более жесткие условня (высокие давление или темнература. прололжительность процедуры до 
2ч) необходимы. если шприц ранее исиользонался для отбора проб умерших от инфекционных 
болезней. 

Кровь. При вскрытии образцы крови из трупиого материала огбирают из серлца и перифе- 
рических сосулов (не менее 50 мл) аспирационной иглой для подкожного введения. Для этого 
околосерлечная сумка лолжна быть упалена. серлце высушено (осушено). образцы крови коли- 
чественно отобраны шириием из правого и левого желулочков серлиа и обязательно промар- 
кированы. Если вскрытие не производили. собирают только периферическую кровь. Образцы 
периферической крови обычно отбирают из бедрепной вены (иногла из полключичной). Вены 
ног прелпочтительнсе вен головы и шеми. поскольку на этих участках анатомически присутс- 
твует большее количество клапанов. ограничинающих лвижение крови из кишечиика. Из бед- 
ренпой вены легче получить нсобколимое количество крови. Образцы периферической крови 
отбирают новым (чистым) шприпем емкостью 10—20 мл лля полкожного введения. Тромбы 
крови огбирают при травме головы или в тех случаях, когда другие образпы иедостуины. При 
определенных обстоятельствах, песмогря на возможные сильные загрязнения образиа, исиоль- 
зуют грулину и брюшную полость. 

Моча. Во время вскрытия образцы мочи отбирают из мочевого пузыря чистым (новым) 
шириисм для подкожного введених непосредственным погружением иглы в пузырь. Если 
вскрытие не производили. образцы отбирают через переднюю стснку брюшной полости или 
через лоннос сочленение. По возможности должно быть отобрано не менсе 100 мл мочи, 
при этом для иретных реакций и иммунохимического тестирования достаточно 5 мл иераз- 
бавлсиной мочи. Если мочевой пузырь пуст, пробу отбирают из мочеточиика промыванием 
минимальным количеством воды (или солевого раствора). Однако разбавление снижлет чувс- 
твительность скрининговых тестов. В этих случаях на контейнере с образцом должно быть 
отмечено происхожление образна и количество использованной воды (солевого раствора). 

Жезчь. Аспирашию желчи произволят из желчного пузыря с помошью чистого (нового) 
цирица для подкожного висдения. Необходимо огобрать более 15 мл желчи (лучше всю). Обра- 
зеп должен быть помещен в маркировапную стеклянную пробирку с завинчивающейся крыш- 
КОЙ. 

Стекловидное тело. Этот объект отбирают всегла, когда это возможно, лаже если вскрытие 
не произволили. Образпы стекловидного тела получают прямым аспирированием из кажлого 
глаза. используя шприц емкостью 5—10 мл с иглой 20 размера. Игла лолжна быть введена во 
внешний угол глазной шели и аккуратно перемещена в иснтр глазного яблока. С помощью 
такого приема отбирается 2—3 мл жидкости из каждого глаза у взрослых н около [ мл у но- 
ворожленных. Вакуумированис или жесткое олсасыванис может быть причиной загрязнения 
образца из сетчатки глаза и лругих тканей. После отбора стекловилного тела рекомендуется 
ввести в глаз солевой раствор. чтобы восстановить его внешний вил. Отобранный образец из 
каждого глаза отдельно поменают в сисциальный маркированный контейнер. 

Содержимое желудка. Сопержимое желудка отбирают полиостью. Если в силу каких-либо 
причини это исвозможно. то лапиый факт обязатсльно отмечают при направлении обьскта на 
анализ. Прозсктор лолжен персвязать два конпа желудка, перед тем как отделить его от ис- 
следусмого блока. Это делают в первую очередь для уменьшения возможного загрязнения от 
других виутренних органов. Поскольку содержимое желулка нсоднородно по своему составу, 
очень важно отлелить желудок целиком от исследуемого трупа и гомогенизировать солержимое 
желулка перед делением на аликвоты. 

Органы и ткани. Для анализа обычио отбирают печень, почки, мозг, легкие и селезенку. 
Образцы тканей в количестве 50 г помешают н индивидуальный маркированный контейпер. 
запояняя его поп крышку. Поскольку существует опасность загрязнения печени вследствие 
посмертного псрераспределения токсичных агентов из пругих отделов желудочио-кишечного 
тракта. то образец печени отбирают из ее внутренней части. Пробу из взвешенного образ 
замороженной ткани мозга отбирают спепиазьным сверлом. Такой прием более удобен. чем 
формирование пробы из влажного объекта. особенно в случае загниншего материала. Ткани 
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легких используются в случаях. когда есть подозрение на присутствие летучих агентов. и об- 
разец следует как можно быстрее поместить в контейнер. Воздух тзкже может быть отобран 
шприцем непосрелственно из трахеи и инжектирован в опечатанный контейнер лля провеле- 
ния быстрого исслелования. В случаях смерти, вызванной пожаром, селезенка является при- 
оритетным объектом, доступпым для объяспения причин смерти. Костный мозг не относится к 
альтернативным объектам посмертного материала. Поскольку биообъект зашишен от внешне- 
го влияния. он может быть использован в тех травматических случаях. когла кровь загрязнена, 
Данные. которые могут быть получены при анализе скелетных мыши, позволяют рекомендо- 
вагь отбор этих объектов для проведения экспертизы при летальном исходе в результате отрав- 
ления (особенно мышцы конечностей). Недостатком данного объекта является трудность его 
гомогенизации. 

Анализ ткансй начинают со взвешивания отобрапного биообъскта. Обычно от 1 до 5 г ткани 
разрезают на кусочки и гомогенизируют с 4 частями воды (или солевого раствора). 

Волосы и ногти 

Полготовка проб биосубстратов к анализу на солержание макро- и микроэлементов должна 
обеспечивать надлежащсе хрансние проб, правильные процелуры пробоотбора и извлечения 
микроэлементов из проб, а также иодготовку рабочего места пля обрабогки доставленных в 
лабораторию проб. Все процедуры полготовки проб к анализу должны исключать возможность 
внесения в них загрязнений. 

Волосы состригают с затылочной части головы иа всю длину в количестве не менее 0.1 г. Для 
спятия поверхностного загрязнения и обезжиривания волос применяется способ подготовки 
проб волос. рекомендованный МАГАТЭ. Для этого полосы обрабатывают ацетоном в течение 
10—15 мин. а затем 3 раза промывают деионизированной водой. Сушат волосы при комнатной 
температуре в течение 10—15 мин. Для длительного хранения используют обычиые бумажные 
конверты. 

Для проведения анализа могтей необходимо срезать ногти с обеих рук. Полученное ко- 
личество ногтей обрабатывают ацетоном в течение 10—15 мин. а затем 3 раза промывают де- 
нонизироваиной водой. Сушат ногти при комнатной температуре в течение 19—15 мин. Для 
длительного хранения используют обычные бумажные конверты. 

Фекалии. Этот биообьект анализируется на содержание токсичных веществ. которые экс- 
кретируются вместе с желчью. а также если известно. что они не полностью абсорбировались в 
желулочно-кишечном тракте после орального ввелсиня. Для длительного хранения пробы замо- 
раживают или лиофилизируют, чтобы замедлить действие бактериальной флоры и уменьшить 
неприятный запах. Основная преданалитическая обработка состоит в гомогенизации пробы, 
Высушенныс образцы. как правило, дают болес воспроизводимые результаты. Основные эн- 
логенные сосдинения — желчные кислоты, стероиды. сахара и порфирины. Из-за присутствия 
в биообъскте большого количества экзогенных вешеств. поступивших с пищей. результаты 
анализа отличаюгся больнюй вариабельностью. 

Личинки. В случае загнившего биоматериала альтернативным образцом для идентификации 
токсичных веществ являются гомогенаты личинок н мясных мух. Выбор места. откуда должны 
быть отобраны как личинки, так и летающие объекты (мясные мухи). нужлаестся в дополип- 
тельном уточнении. Отобранные для анализа личинки (летающие объекты) с разложившиегося 
трупа должны быть заморожены как можно быстрее после их сбора. Даже в условиях охлажде- 
ния в личинках может происхопить биоэлиминация. если объект хранится в течение иесколь- 
ких недель. 

Мекониум. По своему состоянию мекониум (первый фекальный материал новорожденных) 
не является олноропным образиом и полжен быть тшательно перемешан в пронессе формиро- 
вания пробы для анализа. 

Лица. производяшие вскрытие, должны обеспечить чистоту контейнеров. предназначенных 
для сбора образца. При загрязнении внешних сторон контейнера они должны быть промыты 
водой и 10% раствором гипохлорита натрия. 

Для получения воспроизводимых результатов исследования очень важно использовать «пра- 
вильные» контейнеры для сбора и хранения образца, соотвегствующие консерванты образцов. 
Наилучшими контейнерами пля отбора и хранения трупного материала являются стеклянныс 
емкости с тефлоновыми пробками. Стекло относительно инертно, не содержит загрязняющих 
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пластификаторов и соответствует требуемым условиям хранения. Если известно, что содер- 
жапие токсичного агента менее О0О мкг/мл, рекомендуется использовать силанизированные 
стеклянные емкости. Стеклянные пробирки «Ругех» рекоменлуются нспользовать лля ллитель- 
ного замораживания любых биообъектов. Елинствениым аргументом против использования 
стеклянных контейнеров является тот факт, что они легко разбиваются. Для предохранения 
контейнеров можно использовать спепиальные сумки для переноса легко бьющейся посулы. 
Обьем образца и размеры контейнера лолжны быть достаточны для полного заполнения (пол 
крышку), чтобы мипимизировагь потери образиа из-за окисления воздухом, находящимся под 
крышкой, испарения летучих компоненгов и эффекта высаливания зз счет добавления консер- 
вантов. Обычно для отбора и хранеиия образцов крови и мочи нспользуюг пробирки емкостью 
50 мя. Пробирки емкостью 15, 20. 30 мя используют для сбора небольшого количества крови, 
стекловидного тела и образиов желчи. 

Многие типы пластиковых контейнеров вполне подхолят для отбора и хранения образиов 
тканей и содержимого желудка. Образцы тканей в меньшей степени контактируют с материа- 
лом нластикового контсйнера. Поэтому пластнфикаторы контсйнсра в минимальной стеисни 
булут интерферировать с токсичными агснтами содержимого желудка. Приролд и степень за- 
грязиения пластнфикатором контейисра могут быть определены холостым ошитом — анализом 
биологической жидкости, не солержашей каких-либо токсичных агептов. хранившейся неко- 
торое время в даином контейнере. Пластиковый контейнер лолжен храниться очень аккупагио. 
чтобы избежать сго расгрескнвания при сильной заморозке. 

Консервирование образца. Фторил натрия в образиы крови лобавляют для ингибирования 
процессов ферментативного превращения глюкозы в этанол. кокаина в бензоилэкгонин, раз- 
рушения эфира 6-моноацстилморфина — 6-МАМ (биомаркера тероина) и других сложных 
эфиров. В нскоторых случаях используют аигикоагулянты. например оксалат калия, ЭДТА 
или питрат патрия в концентрации 5 мг/мл (иногда вместе с консервантом). Коисерванты и 
антнкозгулянты могут быть помешены в пробирку ло пачата отбора крови. Олнако если ото- 
браиа неболынос количество крови, то избыток фторила может вызвать увеличение летучести 
аналнзируемого вещества за счет повышения парпиальпого лавления. Желательно иметь лля 
анализа два образпа — одни с консервантом, другой без конссрванта. Наличие лвух образцов 
полезно для интериретапни результатов анализа в связи с оценкой потенииального влияния 
микрофлоры на метаболизм токсичных агентов. Низкие температуры нигибируют действие 
бактериальной флоры и обычно замелляюг многие реакции. например реакцию окислепия 
этапола н аңстальлегил. 

Документирование отобранных биообьектов. Деятельность экспертов судебных химиков стро- 
го регламенгирустся нормативной документацией и законодательнымн актами. Все операции, 
проводимые с образцами, должны быть документально оформлены, что обсспечит сохранность 
полученных доказательств. В сопроводительных документах кажлого образца обязательно ссть 
отасты на вопросы: какое. кто, когда и почему получил доказательство. где опо хранится. До- 
казательство связывает вместе людей. место действия. ирелмсты, которые являются важными в 
объясиенни сопутствующих лелу обстоятельств и т.л. Важность доказательств в криминальных 
случаях определяет решение вопроса о жизии или смерти. в гражданских делах — о сумме де- 
нег или собственности. 

Всякий раз при подписании отчета эксперт подтверждаст перел судебным рассмотрением 
свою лобрую репутанию и прарливость «Мы сами должны стать теми переменами, которые мы 
хотим вилсть в мире». — слова Махагма Ганли актуалыіы и в наше время. 

Биологические образцы. собранные во время вскрытия. являются локазательствами, они 
лояжны быть оформлены юрилически пранильно и сохранны (охраняемы). В течение иссле- 
повзиия лоступ лип к образиам лолжен быть ограничен только сотрулниками лаборатории. 
имеющими право на проведение экспертизы. Правильность пповеления операний с образцом 
будет оценена судом. Утвержленные правила документирования охватывают время. в течение 
которого образец мог быть уязвим для фальсификации. Неправильное документирование мо- 
жет скомпрометировать образец и ренугацию лабораюрии. исслеловаишей образец. В настоя- 
щее время документирование ведется в электронном варианте с применением различных форм 
зашиты. 
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Маркаровка отобранных биообъектов. Первое условие правильного веления экспертизы со- 
стоит в обязательной маркировке контсйнеров для образцов. При отсутствии маркировки бно- 
объект можст быть подвержен любому сомнению. В экспертной работе сущесгвуют опредслен- 
ные правила организаннонного характера. 

• Необходимо работать с одним образцом от момента сго отбора ло окоичательного оформле- 
ния результатов анализа. 

• Никогла образец не должен находиться в немаркированном контейнере. поэтому тапатолог 

(прозектор) обязательно должен убедиться, проследить, а химик-аналитик устаповить и до- 

кументально подтверлить. что образец помешен в маркированный контейнер. 

Маркировка образца как минимум должна содержать следующую информацию: 

идентификационный номер: 

фамилию. имя. отчество потерпевшего или другие сведения о нем; 

лату и время отбора образиа: 

подпись танатолога (прозектора); 

тип образца (кровь. моча. исчень, почки и т.д. ); 

место отбора (кровь из белрспиной вены и т.д); 

фамилию. имя, отчество специалиста, отбиравшего пробу. с указанием даты отбора образца. 

Последнее может иметь значение в тех случаях. когда биообъскт не был отиравлеи па анализ 

в лабораторию иемелленно после отбора. 

При отсутствии маркировки пли неполной информацин об отобраином объекте этот факт 
золжен быть обязательно отмечен в конечном документе — акте судебно-химической экспер- 
тиЗы. 


5.3. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ СОДЕРЖАНИЕМ 
ТОКСИКАНТА В АНАЛИЗИРУЕМОМ БИООБЪЕКТЕ 
И ИНТЕРПРЕТАЦИЕЙ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 


Необходимо принимать во внимание данные о посмертном высвобожлении и/или перс- 
распределении токсичных вешсств из ткани в кровь, что может привести к закономерным 
разногласиям в оценкс полученных результатов. Даже при достоверно полученных аналити- 
ческих данных есть варианты неверного истолкования (интерпретации) конечных результагов, 
например, ссли концентрация токсичного агсита только в образпах крови используется для 
объяснения влияния тех или иных обстоятельств на факт смерти в результате отравления. 

Кровь. Кровь (см. гл. 2.4.3) является лучшим биологическим объектом для обнаружения, 
количественного определения и нитериретанни концентрапий токсичного агента. Содержание 
токсикантов и их метаболитов в крови у живых субъектов и в крови труна неодинаково. Качес- 
тво пробы зависит от правильности отбора. обработки. полготовки и храпепия ее до анализа, 
содержания вешеств, влияющих па аиэлизируемое вещество. и метаболитов. Содержание ток- 
сичного вещества в артериальной или венозной крови различно, так как меняется качестяси- 
ный состав и содержание белков в крови. Если токсичное вещество в значительной степени 
связывается с белком, это необхолимо учитывать. Преланалитической обработке могуг быть 
волвергиуты цельная кровь, плазма или сыворотка. Если лля предотврашения свертываемос- 
ги крови использовались антикоагулянты, то необхолимо учитывать. что гепарин вытесняет 
жирные кислоты из мест их связывания с альбумином. ЭДТА и фторил натрия. применяемые 
при консервации объекта. вызывают осмотическую легидратацию эритроцитов и разбавляют 
плазму. что влияет на количественное определение токсиканта. Для замедления энзиматичсс- 
кой активности кровь рекомендуется храпить в холодильнике в замороженном виде. Из энло- 
генных соединений. помимо жирных кислот. в крови присутствуюг стероидные гормоны (хо- 
лестерол. тестостерон и др.), которые находятся в связанном состоянии с протеинами плазмы. 
Прн интерирстации количественных результатов учитывают посмсртное персраспредсление 
токсичных агентов из тканей в кровь. Отрицательный результат (ниже установленного предела 
обнаружения для анализируемого вешества) может быть интерпрстнрован как недостаточная 
лоза лля острого отравления этим химическим агентом или как сго отсутствис. Наоборот. вы- 
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сокие концентрации токсиканта свидетельствуют о том. что интоксикация или смерть вызвана 
обнаруженным веществом (за исключением, коисчно. случаев загрязнения образца). Кроме 
того. болсе высокое содержание исходпого токсичного агснта по отношению к его метаболиту 
в болыней степени говорит в пользу острого отравления. Это особенно важно в случас огравлс- 
ния несколькими лекарствами в сочетании с приемом этапола. Наиболсс трудна интерпретация 
результагов в случаях, когла опрелеляемое токенчиое вешество подвержено посмертиому перс- 
распределению и обнаруженный и образие крови из сердца токсикапт солсржится в конценгра- 
циях мсжлу высшей и терапевтической дозой. Тогда анализ периферической крови может быть 
опрелелякицим для оценки степени ущерба, напессиного оргаиизму полозреваемым токсичным 
агентом. Кровь из серлца используется в судебно-химических лабораториях в качестве образца 
для первоначального теста, а периферическая кровь — лля полчвсржлающего последуюшего 
анализа (коғда это необходимо). При травмах головы отбирают кровяной тромб из мозговой 
полости, находящейся пол твердой мозговой оболочкой поднаутинного пространства. Такие 
биообъекты называются времениыми капсулами. Оии позволяют соотнести концентрации ток- 
сичного агента (в том числе алкоголя), со времспем совершения преступления. Полученные 
результаты имеют большое зпаченис лля поллинной оценки возможиости выживания после 
нанесения травмы. Кровяные тромбы могут быть использованы лля идситификации лекарс- 
твенных срейств. которыс применялись до проведения терапии па госпитальном этапе. Боль- 
шииство лабораторий обычно анализируют эти образцы на содержание алкоголя, сохраняя их 
для последующего (при исобходимости) обнаружения других токсикантов. 

Кровь из грулной и брюшной полости отбирают в тех случаях. когла се или пезагрязненные 
тромбы невозможно отобрать из других участков трупа. Подобные образцы крови. как прави- 
ло. сильно загрязиены солержимым желулка и бактериями. Поэтому ланныс качественного 
анализа таких объектов ис всегда имеют ценность. 

В крови токсичные агенты могут концентрироваться в плазме нли эритроцитах. Образпы 
плазмы бесполезны, ссли использовацный химический агент связан с эритровитами (иапри- 
мер. свинец). По этой причине общей практикой являстся анализ цельной крови в судебной 
химии и анализ плазмы в клинической лабораторной лнагностике. 

Моча. Моча (см. гл. 2.4.4) является наиболее распространенным объектом исследования па 
наличие миогих токсичных соединений. которые ныволятся из оргапизма в основном с мо- 
чой. и считается наиболее простым биообъектом для анализа вслелствие низкого содержания 
белковых компонситов. Моча. отобранная при вскрыгии. потенциально являстся олиим из 
важнейших объектов пля получения информации о возможном препсмертном использовании 
лекарственных средсгв или других токсикантов. Биояогичсская матрица мочи вследствие по- 
чечной фильтрании свободна от белков плазмы, липидов и лругих сослинений с относительно 
большой молекулярной массой. что упрошает процесс пробополготовки. Важным показателем 
мочи как бнообъекта является рН. изменения которого контролируются в процессе работы. 
При хранении РН мочи может увеличиваться из-за лействия бактериальной флоры. выделя- 
юшей аммиак, что можно ирслотвратить, сохраняя мочу при иониженной 1емнературе. а при 
анализе очень лабильных веществ — в замороженном виле. Действие бактериальной флоры 
можио замеллить также добавлением борной кислоты и других бактериостатических прена- 
ратов. Мочу можно лнофилизировать. прелваритсльно псревеля летучие сослинения в соог- 
встствукиние соли. Из эндотенных соединений в моче всегла солсржатся низкомолекулярные 
продукты мстаболизма аминокислот и углеводов (амины. мочевины. карбоновые кислоты н 
др.). небольшое количество пеитилов, стеронлов и интмента уробилина, окрашинаюшего мочу 
в желтый ивст и мешаюшего спектрофолометрическому определению ксенобиотиков (А, 490 нм). 
Аккумуляция токсикаптов и их метаболитов в моче в лостаточио высоких концентрациях об- 
легчаст обнаружение потениизльных ядов. ИХМ и цветные тесты используют для прямого 
обиаружения в моче опрелеленных групи токсичных агентов. Детсктирование зависит ог вре- 
мени употребления токсикаитов. В образнах мочи оно обычно составляег от 24 Ч до | мес в 
зависимости от химической природы токсичного агента. Образец мочи является идеальным 
объектом лля детектирования самого широкого круга соединений. за исключением случасв, 
когла временной период наступления смерти очень корогкий и агенг (ио времени) не успеваст 
поступить в вылелительный тракт. Обнаружение токсичного агента в моче ие даст однознач- 
ной информации о дозе и времени введения его в организм. Лля достоверной интерпретации 
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результатов (в контексте отравления) нараллельно анализируют кровь на содержание вешеств. 
обнаруженных в моче. Так. в случаях. когда быстрое наступление смерти связано с перслози- 
ровкой наркотика (например. наличие иглы в руке умершего), отрицательный анализ образпа 
мочи должен быть подтвержден обнаружением очень высоких концентраций потенциального 
агента в крови. 

Слюна. Слюна (см. гл. 4) является секреторной жидкостью (смесь секретов желез ротовой 
полости). Отобранную пробу слюны пентрифугируюг н замораживают. для того чтобы замед- 
лить активность нахолящихся в ней ферментов. Было показано, что нсионизированные формы 
токсичного вещества. находящисся в волном растворе плазмы пассивно диффунлируют в слю- 
ну (см. гл. 4). Существует зависимость между кониеснтрацией анализируемого вешества в слюнс 
и сго концентрацией в плазме. 

Желчь. Желчь (см. гл. 2.4.2 и 4) является продуктом секреторпой деятельности печени. желч- 
ного пузыря и двеналиатиперстной кишки и прелставляет собой жидкость с большим солержа- 
нием волы. В ней содержатся эндогенные вещества. полобные тем. которые находятся в крови. 
плазме и сыворотке. а также желчные кислоты и пигменты. Это бножилкость. которую всегда 
отбирают при вскрытии. поскольку многие токсиканты и их метаболиты, как правило, аккуму- 
лируются в этом биообъскте. Качественное обпаружение присутствующих токсичных агентов 
и/или их метаболитов в желчи очень важно для установления анамиеза разового или хроничес- 
кого отравления (например. при употреблении наркотиков). Желчь как биообъект используют 
после предварительной обработки образца в анализе на алкоголь и лая ИХМ (скрининга). 
Часто обнаружение токсикантов проводят в желчи. поскольку там их сопержание выше. чем в 
крови (например. опиатов. и в частности морфина. бсизодиазепинов и лр.). Желчь различаст- 
ся по рН. который находится в пределах 6.7—8.3. что заставляет контролировать рН во время 
преланалитической обработки. Помимо контроля рН. пробу рекомендуется пентрифугировать 
при низких скоростях (для осаждения холестерола) и осадить белки органическим растворите- 
лем (спирты, хлороформ или их смесь). Если преданалитическая обработка представляет собой 
экстракцию. то жеячные кислоты образуют стойкую эмульсию и для разделения фаз необхо- 
лимо длительное ценлрифугирование. Поскольку большинство токсичных вешеств выделястся 
из желчи в виде конъюгата с глюкуроповой кислотой. желчь предварительно подвергают гид- 
ролизу и/или обработке ферментом (например, В-глюкуронидлазой). Экстракты из желчи часто 
окрашены, что затрудияет их спектрофотомстрирование. Прелварительное осажденис белков 
несколько улучшает чистоту пробы. 

Стеклосидное тело. В силу своей физиологической функции объект защищен от различных 
загрязиений и бактериальной флоры. Результаты анализа стекловидного тела играют важную 
вспомогательную роль в объелимении всех данных, полученных при исслеловании трупного 
материалз. Анализ объекта помогает различить прижизнениое введение алкоголя и его посмерт- 
ное образование. а также устаповить прижизнениую концентраиню этанола в бальзамирован- 
ных образцах. Найленные кониентрации токсичных агентов в стскловилиом теле аналогич- 
ны кониснтрапиям этих агентов в пиркулируюшей крови за 1—2 ч ло наступления смерти. 
Поскольку стекловидное тело отпосится к периферичсским объектам, увеличение содержания 
товсикантов в нем рассматривается как аспопированис анализируемых вешеств. Стекловилное 
тело — наиболее удобный объект лля анализа труиного материала на солержание глюкозы. 
азота мочи. мочевых кислот. креатининз. ионов натрия и хлорил ионов. что очень важно лля 
оенки состояния больпого диабстом. степени гилратации. баланса электролитов и функции 
почек перел смертью. Кроме того. стекловидное тело является биообъектом для опрелеления 
восмертных кониенграпий дигоксина. Анализ крови из бедренной вены в сочетании с анали- 
зом стекловилного тела помоғаст интерпретировать результаты при отравлепии дигоксином. 

Содержимое желудка. Оральное ввеление является важнейшим путем поступления токси- 
антов. Для интерпретации положительных результатов экспертизы необходимо знать полный 
объем жилкости в желудке. Персдозировка. несчастный случай или преднамереннос отравлс- 
ниє могут быть раскрыты при анализе содержимого жслулка. В большинстве случаев найлен- 
ные в содержимом желудка перастворившиеся капсулы или таблетки могут быть использо- 
ваны аля илентификации. Нелегальзые наркотики в лоппувшних баллонах или презервативах 
часто обнаруживают в желулке у погибших наркокурьеров. При передозировке лекарственных 
зрелств (при оральном употреблении) в солержимом желудка опрелеляют высокие копиентра- 
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ции ксенобиотиков. чго впоследствии подтверждают анализом образцов крови и/или тканей. 
Апализ содержимого желудка дает информацию о пе поступивших в кровь. но находящихся в 
организме на момент наступления смерти токсичных агентах. Их количество. в 5 раз и более 
превышающее тсрапевтическую лозу. скорес свилетсяьствуст о суициде, чем о нперсдозиройке. 
Обнаруженные низкие кониеитраиин гоксичных агентов в желулке, особенно метаболитов и 
слабых оснований, могут быть связаны с их пассивной лиффузней обратно ил крови в солер- 
жимое желудка. а нс с оральным введением этих агентов. 

Запах содержимого желудка при вскрытии может дать первичную ннформанию о присутсе- 
тин специфических агентов. Например. по запаху горького миилаля можно предположить 
присутствие пианилов, фруктовые запахи говорят о наличии этанола и сго ироизводных; запах 
синтетического клея — о наличии ксилола, толуола. запах чистящих жилкостей — о палични 
галогенироваиных углеволородов. сухих грибов — о наличии дихлорэтана, чесночный — о на- 
личии мышьяка. 

Органы и ткани. Ткани органов являются лучшими объектами лля получения результатов, 
сопоставимых с результатами анализа крови. Анализ тканей в ряде случаев может быть более 
улобен и полезен. чем анализ биожидкостей. лажс пля олного и того же обнаруживаемого со- 
елинения. Образцы ткапи лоступиы для знализа труиного материала, в гом числе н разложив- 
шихся бпообразиов. В настоящее время получено большое число количественных данных об 
обпаружении токсичных агентов в тканях. прежле всего в тканях печени и почек и в меныйен 
степени мозга и легких, а также сравнительных результатов анализов крови из серлиа и зкапи 
печени при определении метаболитов токсикаитов. Функции печени (см. гл. 2.4.2) обусловлива- 
от присутствие самых разпообразных экзо- и эндоеиных соединений в пробе (амипокислоты, 
амипы. углеволы, жирные кислоты н многие другие вещества). Пигментный обмен приводит 
к образованию билинов (билирубин. биливерлин, стерпобилин. уробилин и лр.) — окрашен- 
ных вешеств, мешающих в дальнейшем спектрофотометрическому определению пробы, Из-за 
присутствия разнообразных эндогенных (экзогенных) соелинений печень — самый трупный 
биообъскг для анализа. Даже самая длительная и мпогоэтанная пропелура изолирования. на- 
пример кислых лекарственных срелстн, ласт в конечном счете в хлороформенном экстракле до 
$ разнообразных эндогенпых сосдинений. С лругой стороны. ткани печени — один из самых 
информативных объектов ХТА. Например. ссли коицентраини веществ основного характера и 
печени лостаточно высокие и отношение их коннентраций в печени и крови выше 10, — это свн- 
детельствуст об отравлении (ири отсутствии каких-либо других призпаков, вызвамиих смерть). 
Меныпие значения (лаже при эбсолютных высоких концентрациях токсичных агентов в крови 
из сердца) гопорят о посмертном перераспрелелении токсичных агентов в крови. При ограв- 
лении тяжелыми металлами почки (см. гл. 2.4.4) — наиболее часто используемый объект. так 
как металлы лепонируются в нем. Кроме того. структурные изменения почек. связанные с 
присутствием тяжелых металлов или этиленгликоля. могут быть зафиксированы гистодлогичес- 
ки. Селезенка (см. гл. 2.4.3.) как орган, панболее богатый кровью. используется для анализа 
монооксила углерола и пиапидов. т.е. сослинений. нарушающих фуикнию гемоглобина и вы- 
зывающих образование сго токсичных производных. Ткани лсгкнх (см. гл. 4 и 5) используются 
н случаях, когла имеет место ингаляция летучих ядов (растворителей или фреона}. Мозг (см. 
гл. Ч и 7) достаточно зациицен от висшнего влияния и посмертного разложения. Этот вил 
бнообъекта отличается прежде всего высоким солержапием липидов, фосфолипилов, стери- 
нов. продуктов мегаболизма белковых веществ (низкомолекулярных пептидов). Из стеринов в 
тканях мозга в значительном количестве присутствует холестерол. особенно и белом вешестве. 
При экстракини из тканей мона необходимо учитывать, что холестерол хорошо растнорим в 
ряде оргапических растворителей (хлорофюрм > лиэтиловый эфир > горячий этанол > бензол 
> толуол > ацетон). В воде он не растворим. но легко набухаст. образуя стойкую эмульсию, 
вследствие чего может уперживать огромное количество воды. превышающее сго массу в КО 
раз. Отсюла становится оченилной необходимость предварительного удаления липидов из про- 
бы, в первую очерель разрушения комплекса липид—жирорастворимое токсичное нешество. В 
тканях мозга депонируются липофильные токсичные вешества (хлорированные углеводороды 
н другие органические летучне соелинепия, см. гл. 8и 10). 

Волосы. Градинионно волосы. как и ногти. исследуют при подозрении на хроническое от- 
равление мышьяком. ртутью или свинцом. Как известно, тяжелые металлы (тиоловые ялы) 
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связываются с сульфгидрильными группами молекул цисгеина, образуя ковалентные связи 
(см. гл. 3.2 и 8.5). Кератии. составляющий оспову волос и ногтей, содержит пистсин. Поэтому 
эти биологические матрипы являются идеальными объектами для обнаружения хронического 
отравления многими металлами. Учитывая скорость роста волос, при исслеловаини сегментов 
волос можно опрелелнть время поступления токсичного агепта в организм. 

Используемые в химико-токсикологических лабораториях методы исслелования на присуте- 
твне токсичных веществ в традиционных объектах (биологические жидкости или ткани трупа). 
обычно дают отринательные результаты спустя 1—3 сут, в отдельных случаях спустя неделю и 
заже месяц. но не более. Кроме того, нерелко при интерпретации полученных результатов воз- 
никают определенные трудности. Например. обиаружсине в конкретной пробе мочи какого- 
либо лекарственного вешества или наркотика в пизкой кониенграции служит доказательством 
эопалания его в организм человека. Олнако эксперт в ланном случае затрулнится ответить на 
вопросы. является ли низкая концентрация токсиканта слелствием олпократного употребления 
малой лозы препарата. обусловлена ли низкая концентрация токсиканта достаточно большим 
сроком. прошелшим после прекращения его интенсивного приема. Требуются донолнитель- 
яме анамнестические сведения. а часто и проведение повторных исследований для установле- 
зня линамики выведения обнаруженного соединения. При этом следует учитывать, что отбор 
повторных образцов бываст по разным причинам затруднен или невозможен. По сравнению с 
такими объектами, как биологические жидкости, пот и секпионный материал. другие объекты — 
золюсы и ногти — дольше сохраняют «захваченные» ими токсичные агенты. Внутренние части 
вас менсс полвержсны мсханичсскому. химическому и прочим ноздействиям окружающей 
стрелы. При этом здоровые волосы и ногти в значительной степени более устойчивы к таким 
зозлействиям. чем больные нли поврежденные. Концентрация большинства вешеств в волосах 
» погтях в значительной степени зависит ог содержания в них мслапина. Любое воздействие на 
эозосы (обеспвечивание. химическая окраска. перманент, длительное выветривание или вы- 
мъгвание). изменяющее концентрацию в них мелаиниа. приводит к изменению концентрации 
ээжсикантов в волосах или ногтях. При комнатных условиях рассматриваемые обьекты могут 
храниться длительное время, что не влияет на результаты исследований. В нашей практике об- 
разны хранились в течение болес 1,5 лет и резульгаты исследования (в пределах ошибки опыта) 
пражтически не различались. В литературе описаны случаи сше болес плительного хранения 
образов. Например. приведены факты обнаружения опиатов в волосах ирландского поэта 
Зона Китса. умершего за 167 лет ло времени проведения исслелований, морфина — в волосах 
этитетской мумии. спустя несколько тысяч лег. бензоилэкгонина — в волосах мумии человека, 
жезазиего листья коки около 2000 лст назал. 

Волосы и ногти слелует рассматривать как биообъекты, наиболее долго сохраняющие по- 
пежигие в организм человска токсиканты, легкодостунные для корректного отбора и исследо- 
чения В СХА сильно разложившегося бпоматериала волосы остаются единственным биообъ- 
сятем. который позволяст провести обнаружение токсикаитов или установить причину смерти. 
Пи» использовании волос для экспертизы необходимо учитывать внешиие условия. в которых 
эезолился труппый материал, условия промывки. пол. этническую принадлежность и лругис 
факторы 

Кожа, се придатки и выделения (см. гл. 2.4.5) являются перспективными объектами иссяс- 
зеваеия лля установления факта коптакта и употребления человеком наркотических срелств 
вт эсихотропных веществ (см. гл. 5.6 и 7.1). Эти объекты расширяют возможностн хими- 
в” тоженкологических лабораторий. особенно при комплексном обследовании, включающем, 
ии обычного апализа слюны. крови и мочи, исслеловапие поверхности кожи. волос и ног- 
= При таком полходе удается избежать возникновения ряда проблем. характерных для ис- 
слезовання мочи или слюны. 

Используемые повсеместно в качестве объектов исследования кровь и моча имеют среди 
прюзчия слелуюшие недостатки. 

е Бозможность получения ложноположительных или ложиоотрицательных результатов из-за 
умълиленного или случайного загрязнения. разбавления или подмены образцов. 

е Быстрое разложенис как самих образцов. так и исследусмых вешсств. что обусловливает не- 
эёжотимость проведения исслелований в возможно более короткие сроки после их отбора. 
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е Сложности в нигерпретании результатов при выявлении вешества в конпиентрацни. близкой 
к прелелу обнаружения. 

• Узкий времениой интервал. в течение которого искомые вещества нахолятся в организме. 
В табл. 5-3 приведена сравиительная характеристика мочи. пота и волос как объектов иссле- 

лования токсикаитов на примере определения наркотиков. 


Таблниа 5-3. Сраннигсльная характеристика мочи. пота и волос как объектов исслелования наркотиков 


—_ — = 


Моча Пот | Волосы 
Соотношение конпентра- Бемзоилэқтонин = Кокаин > метиловый Коканн > бензоилэкго- 
ций основных метаболитов метиловый эфир экю- эфир экгонина > бен- нин > метиловый эфир 
кокаина пина > кокаин ЗоОМЛЭКГОНИН экіонина 


Соотношение коннентра- Морфин-2-глюкуропид Героин = 6-МАМ > Героин > 6-МАМ = 


ций осношных метаболигов > морфии > 6-МАМ морфин морфин 

героина 

Тип опрелеления Дискретный Кумулятннный с фатикаый 
Период детектирования ПтеРатет лней Недели | Месяпы или годы 
Требования к условиям Высокие Высокие Низкие 


хранения и транспорги- 
ровки образнов 


Риск ложноположи гель- Высокий Высокий Низкий 
ных результатов из-за 

вненнних загрязнсний во 

время сбора образнов или 

их нассивното контакта с 

наркотиком 


Риск ложпоположнлтель- Высокий Высокий Нилкий 
ных результатов из-33 

преднамеренного загрязие- 

ния образцов наркотиком 


Риск разбанления образна Высокий Низкий Низкий 


Стоимость одного анализа Низкая Низкая Высокая 


Различный качественный п количественный состав метаболитов токсикантов в моче, поте и 
волосах свилстельсгвует о различных механизмах вылеления наркотиков, в частности кокаипа 
и героина. в биожилкости и полосы. Риск ложноположительных результатов значительно сни- 
жается при неслеловании волос (погтсй). что связано с наличием стални отмывки поверхности 
этих объектов от внешних загрязнений. 

Возможность получения данных об интенсивиости потребления вещества по результатам 
исследования волос практически сводит к нулю часто выдвигаемый на суде адвокатами довол 
о нсумышденном приеме напитков и пиши. в которых находились наркотики. Исследование 
волос и погтей позволяет обнаружить факт употроблення наркотиков в течение более длитсль- 
ного времени, чем исследование мочи (табл. 5-4). 

Волосы также используются в допипг-конгроле (см. гл. 9) как биообъекты для провеления 
экспертизы. Например, исследование мочи на присутствие стамозолола (апаболический стес- 
роид, запрешенный к использованию Межлупаролным олимпийским комитетом в 1974 г.) и 
его метаболитов обычно дает отрицательные результаты. Это связано со схемой его примепе- 
ння: 4—18-педсльпос потребление препарата, прекрашение приема не менее чем за 1 мес ло 
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Габлина 5-4. Сроки обнаружения гокснкантов в моче и волосах 


Периол детектирования 
Паркотики и их метаболиты 


в моче в волосах 
Амфеламин/метамфетамии До 4—5 лней До нескольких месяцев и бодсс 
Барбитураты До 2—12 лней То же 
Бензолназепниы Ог 1 до 14 лнсй А 

Кокаин До 4—5 дней А 

Колеин. морфин До 2—4 лнсй А 

Герои До8ч А 

Марихуана От 24 ло 72 ч в 

Фенниклилин До 2—10 лней А 


соревнования. однако станозолол может быть обнаружен в волосах спустя гол и болес после 
прекрашения применения. Станозолол пренмушсствеино накапливается в окрашенных вояо- 
сах (отношение копцептраций станозолола в окрашенных и исокрашепных волосах составляет 
3.3: 1.0). 

С помошью современных аналитических методов в волосах можно обнаружить практически 
любыс классы наркотических средств, психотропных. сильнодействуюших. олурманивающих 
вешеств. металлические ялы и лругие токсиканты. 

Интерпретация полученных результатов отличастся от полходов, применяемых к тралици- 
онным биообъектам (моча, кровь, ткани и др.). 

Кости и костный мозг. В течение 24 ч после смерти (т.е. во влажном биообъекте) межлу 
кониентрациями токсичного агента в костном мозге и посмертной крови сушествует линейная 
зависимость для большинства токсикантов (трициклические антидепрессанты, барбитураты, 
бензолиазепины, этанол). 

Как правило. на стадии разложения костный мозг трансформируется из рыхлого краспого 
материала в коричневую вязкую жилкость или пастообразную субстанцию, что представляет 
большие трудпости и вносит неопрелеленность в интерпретацию количественных результатов. 
Тем не менее некоторые лекарственные срелства могут быть идентифицированы в костном 
мозге или скелетных остатках. Содержание тяжелых мсталлов может быть определено в костях 
после озоления (см. гл. 8.5). 

Скелетные мышцы. На скелетные мышиы как биообъект часто не обрашают лолжного вни- 
мания в сулебной токсикологии трупного материала. Сушествуют критерии илеального сулеб- 
во-химического объекта: относительная однородность. поступность и малая загрязненность. 
Скелетные мышны удовлетворяют этнм требованиям. Провеленные исслелования показали, 
что концентрация токсичного вещества в мышшах белра аналогична концентрации токсикан- 
тов в крови для болыпинства веществ основного харакгера и этанола. Исключение составляют 
случаи смерти при острых отравлениях. когда конпентрация токсикаита в мышцах может быть 
ниже, чем в образцах крови. что связано с периолом установления равновесия между тканями 
и кровью. Анализ бедренной мышечной ткапи особенно полсзеи в случаях. когла вещество. 
возозревасмое в причине летального исхода, детектируется в образцах крови сердца. Важно 
отобрать мышиы конечностей (если это возможно), так как концентрация токсиканта в других 
мышиах увеличивается со временем, а в бедренных остается постоянной. Скелетные мышцы 
по сравнению с лругими тканями лучше сохраняются. Даже кокаин. который известен своей 
нестабильностью в крови. может быть нлеитифицироваи в разложившихся, мумифицироваи- 
ных (сухих) скелетпых мышцах. В болыпинстве случаев скелетные мышцы анализируют для 
получения дополнительных данных, помогающих иптерпретации результатов. 

Личинки. В зависимости от темиературы окружающей срслы личинки на трупе наблюлают- 
ся уже через 1—2 дия после наступления смерти. При условии. что объекты отобраны с мест. 
представляющих их пишевой источник (мышцы, печень только одного трупа), интерпретация 
положительных резульгатов очень полезна. В личинках могут быть обнаружены барбитураты, 
бензолиазепины, трициклические антилепрессанты, опматы. кокаин. мадатион н т.д. Установ- 
лено соответствие межлу найдсипыми концентрациями морфина в гомогенате мясных мух и 
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печени, когорой они питались. Если концентрации обнаружсиных токсичных веществ в ли- 
чинках сопоставляются с ланными параллельных исследований тканей, которыми они питают- 
ся, то такие результаты не полвергаются сомнепию. Важен возраст личинок при определении 
токсичных вешеств. Мясные мухи и их личинки эяимипируют токснчные вешества посзе того, 
как они покплают источинк пнши. Кониентраиции токсикантов. найденных в личинках. сни- 
жаются в течение 5 лней (при хранении объекта). В тех же условиях эксперимента в традиии- 
онных биообъектах снижение кописнтрапии вплоть до отрицательного результата происходит 
в течение 1 лия. 

Через || дней наступает ПЕ сталих развития личинок (куколка). Если есть уверенность. что они 
питались только трупным матерналом. можно прелположить срок наступления смерти, например 
в сунпидных случаях при передозировке. Перед анализом, чтобы избежать возможных загрязнений 
(м ошибки), личинки (гомогспаты) лолжны быть промыты денонизированной водой. 

Мекониум. Мскониум — это представительный образец. в котором могут быть обнаружены 
летальные дозы лекарственных (токсичных. наркотических) средств в организме новорожаеи- 
ных. Биоматериал достаточно хорошо исследован и при скрипинге, н полтвержлении отравле- 
ния токсичными агентами. Результаты исследовапия меконнума сопоставляют є результатами, 
полученными при обнаружении токсичных веществ (высоких доз) в матке матери для устз- 
повлепия причины смерти новорожденного. Апализ биообъекта проводят как можно быстрее 
после рожления. однако в мекониуме токсикаиты, в отличие от мочи, где они детектируются в 
течение 2—3 дней после родов, сохраняются до 20 нед. Организм новорожденного не способен 
метаболизировать токсичное вешество. Так, описан случай обнаружения кокаина в мекониуме 
17-мелельпого зародыша, что позволило подтвердить факт употребления больших доз нарко- 
тиков во время беремепиости. Коммерческие иммунодиагиостические наборы, используемые 
лля апализа токсичных вешеств в моче взрослых, приголны для детектирования большинства 
лекарственных срелств в мекониуме. 

Другие образцы. В ХТА используют н многие другие объекты. срели которых трахеальный 
воздух. кровяные пятна па одежде. жировые образования. собранные на участках скелета или 
разложившегося трупного материала. и лаже зола после кремации. В любых случаях получают 
только качественную характеристику (обнаружение). которую используют как дополнительное 
ноясиение при установлении причин и обстоятельств смерти. 

Образцы небиологического происхождения. Дополинтельную информацию о вешестве. полоз- 
рсвасмом в качестве причины, вызвавшей смерть. можно получить из объектов небиологичес- 
кого происхожления (ширины. таблетки. тампоны, баллоны. порошки и т.л.). Исследования 
образцов небиологического происхождения являются, в основном, вспомогательными, так как 
не вссгда можно соотисстн нахожденне в бнообъектах трупа токсичных агентов, вызвавших 
смерть, е обнаружением каких-либо вешеств в окружающих объектах. сопутствующих фак- 
ту смерти. Тем пе менее обнаружение в объектах небиологической природы подозреваемого 
токсичного агента позволяет правильно сформулировать заключение о природе токсичного 
агента, вызвавшего смерть. 


5.4. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ СПОСОБАМИ ПРОБОПОДГОТОВКИ 
БИООБЪЕКТА И ИНТЕРПРЕТАЦИЕЙ РЕЗУЛЬТАТОВ АНАЛИЗА. 
СПОСОБЫ ИЗОЛИРОВАНИЯ 


Сушсствуст два направления скрининга токсичных агентов. Одио из них — прямое обна- 
ружение (без изолирования и очистки) в образце сисиифичсского агента или класса сосди- 
нений хромогенными. мнкрокристаллоскопическими, химическими, иммунохимическими и 
другими методами. Другой путь — эго изолирование вещества из биологической матрицы с 
последующим исследованием концентрированного экстракта. Жилкость-жидкослная экстрак- 
ция (ЖЖЭ). твердофазная экстракция (ТФЭ), различные вилы перегонок. озоление, диализ, 
микродиффузия — способы (часто в литературе по ХТА пазывают методы) изолирования ток- 
сикантов. Биожилкости и ткани внутренних органов — сложная биологическая матрица. 
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Можно ли избежать пробоподготовки? Новая технология — высокопропускной скрининг 
(НТ$) позволяет проводить тысячи анализов в лень. Однако в болыпинстве метолов иссле- 
зования пробоподготовка все еше необходима. Существуют два методологических полхода к 
подготовке проб: выделение аналита с полным разрушением матрицы (при анализе неорганн- 
ческих веществ): вылеление аналита с частичным разложением или без разложения матрниы 
(при анализе органических веществ). 

Основная цель пробоподготовки — отделение анализируемого вешества (вылеление. изоли- 
рование) от основиой массы экзогенных вешеств и биоматрицы — достигается выполнением 
ряда важных процедур. К ним относятся: улаленис возможных загрязнений. увеличение кон- 
пентрацми аналита, прсврашенис аналита в форму, пригодную для экстракции, разделение и 
нскоторые другие. 

К настоящему моменту нс найлено универсального способа пробоподготовки. позволяю- 
шего вылелить любой из предполагаемых токсикантов. В исследовании на «неизвестный яде 
традиционным остается использовапие отлельных аликвот биопроб и опредедеиного способа 
пробополготовки. направленного на выделение той или иной группы токсикантов, различаю- 
щихся по физико-химическим свойствам. 

В ХТА биообъектов осповная и наиболее важная (а в искоторых случаях и решающая) ста- 
лия состоит в подготовке образца к исследованию. Анализируемые биообъекты, содержашие 
токсичные вещества. делятся на: 

е биожидкости (моча, плазма, сыворотка, слюна, слезы. спинномозговая жидкость. лимфа. 
сперма и др.); 
® органы и ткани (мышечные и жировые ткани, волосы, ткань зубов, хрусталика глаза, мозга, 

печени. почки, легких, яичников и т.л.);. 
® Небиологические образцы (вешественные доказательства. например лревесина. чернила. 

спиртовые и водные настойки. разнообразные пишевые продукты и лр.). 

Не только каждая из этих трупп, но и каждый биообъект групиы имеет морфологические 
особенности и требуег особой аналитической процедуры пробополготовки. Способы изоли- 
рования токсикантов из мочи. крови и тканей значительно различаются. Так, этап удаления 
белков. обычно нсобходимый для крови и плазмы. совсем не обязателен для мочи. солержащей 
небольшое количество белка. Еше большие сложности представляег пробоиодготовка разло- 
жившихся объсктов исследования из-за большого количества соэкстрагентов в полученном 
экстракте(см. гл. 4.5). 

Пробоподготовка включает определенные этапы, некоторые из которых выполняются или опус- 
каются в зависимости от конкретной аналитической задачи и природы токсиканта (см. гл. 7—11). 

Этапы пробоподготовки: 

предварительная обработка: 

гидролиз конъюгированных метаболитов; 

экстракиия (или другой вид извлечения, например озоление или перегонка с водяным па- 

ром. микродифкрузия или диализ и т.д.); 

очистка; 

дериватизация. 

Способы предварительной обработки образцов зависят от выбора методов исследования. 
природы токсиканта. типа биообъекта, других факторов (см. лапее) и включают фильтрацию, 
центрифугирование. ультразвуковую обработку. разведение. депротсимизацию (цельной крови. 
плазмы), ферментативную обработку (ткани), гомогенизацию (ткани). 

Фильтрация и иентрифугирование включают получение плазмы или сыворотки: удаление 
твердых частици, присутствующих в пробе. которые могут засорить катридж при ТФЭ. повлиять 
на результаты ИХА; осушение органических растворителей; устранение потерь при фильтра- 
ции {смачивание и промывание фильтра). 

Ультразвуковая обработка повышает выход токсиканта в пельной крови путем разрушения 
клеток или конгломератов коагулироваиных клеток. Ультразвуковая обработка биожилкостей 
проволигся в соответствующем буфере при комнатной температуре в течение 15 мин с после- 
зуюшим центрифугированием при 2000 об/мин в течение 15 мни. 

Разведение обязательно, когда конпентрация аналита выше пределов линейности метода и 
эжилаемзя концентрапия аналита значительно выше предела обнаружения. 
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При исследовании ткани лля разведения использустся вола или разбавлениая кислота (для 
основных вешеств); при анализе крови и мочи — «отрицательная» кровь и моча, т.е. не содер- 
жащая токсикантов. 

Депротеинизация. При анализе следовых количеств токсиканта в образнах с высоким со- 
держанием белка его осаждение становится необходимым. аля того чтобы предотвратить об- 
разовапие эмульсий при экстракции органическими растворителями. Кроме того, депроте- 
инизапия требуется в случаях необратимого связывания анализнруемого соединения с белком. 
Только несвязанная фракция токсиканта может проникать через мембраны. возлействовать па 
рецепторы. полвергаться биотраисформации. активному выведению и т.л. (см. гл. 4). Депро- 
теинизация достигается добавлением депротеинизирующих агентов (хлорная. вольфрамовая 
или трихлоруксусная кислота). органических растворителей (метапол или апетонитрил). солей 
металлов. При лепротеинизации анализируемое соединение иногда сорбируется на поверхнос- 
ти или в кластсрах осалка. Этот эффект может быть сведеи к минимуму, если добавлять не 
депротеинизирующий агент к гомогенату. а гомогенат к избытку депротеинизирующего агента. 
Для некоторых соединений увеличение фактора извлечения наблюдается в случаях перемсши- 
вания на ультразвуковой бане депротсинизирующего агсита во время лобавления гомогенизи- 
рованного образца. Нагревания для осаждения белков следует избегать вследствие возможного 
разрушения анализируемого соелинспия. В качестве альтернативиого способа. позволяющего 
решить мпогие проблемы, связанные с осаждением белков и концентрированием образца, за 
рубежом широко распрострапено использование ферментов (пеитилаз). разрушающих только 
белковые соединения. 

С негативными явлениями, вызванными влиянием липидов, чаше всего сталкиваются при 
работе с такими биообъектами. как кровь. ткани печени. мозга и др. Эти трудности заклю- 
чаются прежле всего в образовании эмульсий при экстракции, созазнии большого фона на 
хроматограмме. т.е. в большинстве случаев экстракты липофильных по своему характеру ток- 
сичных веществ содержат большое количество липофильных соэкстрагентов. Классическая 
схема удаления липилов при изолировании токсичных соединений из биообъекта слелующая: 
экстракиия определяемых микрокомпонентов: реэкстракция в разбавленную кислоту или ос- 
нование; довеление рН до значения, при котором соединение находится в неионизированном 
состоянии: экстракция органическим растворителем и концентрировапие. В последние годы 
появились модернизированные приемы улаления липилов. Так. водорастворимые лекарствен- 
пые соединения рекоменлуется после депротеинизации метанолом и упаривания надосадочной 
жилкости обрабатывать четырсххлористым углеродом для удаления липидов. а верхний слой 
использовать для анализа. Из других способов удаления липидов можно отметить использование 
двухмерной ТСХ. В этом случае первая система растворителей — петролейный эфир — служит 
экстрагенгом липидов. которые движутся вместе с фронтом растворнтеля. а вторая — этил- 
анетат—-метапол—вода — для хроматографического разделения. В некоторых случаях липиды 
могут быть удалены вымораживапием биообразиа или осаждением па сорбеитах. 

В анализируемом биообразие могут присутствовать и другие вешсства, не являюшисся при- 
чиной отравления. К ним относятся продукты метаболизма пиши. метаболических превра- 
шений энло- и экзогеиных соелинений. происходящих в организме, и т.л. По своим физико- 
химическим характеристикам они, как правило, очень близки к анализирусмым веществам. 
Иногда практически невозможно избавиться от их интерферирующего влияния извеслиыми 
способами очистки. В большинстве случаев очистка достигается экстракцией ионных ассоци- 
атов. хелатов и др. 

Итак, депротеинизация (преципитация) способствует удалению белков и других энлогсн- 
ных вешеств из пробы и проводится полярными растворителями (ацетонитрилом и др.) путем 
лобавлепия 2—3 частей растворителя на | часть биожилкости (гомогената) с послелующим 
центрифугированием для отлелсния надосалочиой жилкости. Возможна обработка образца 
кислогами (муравьиная. трихлороуксусная. хлорная) или неорганическими солями (сульфаг 
аммония, сульфат цинка и др.). Однако при проведении лепрогеинизации возрастаюг потери 
аналита за счет адсорбции ленатурированными (осажленными) белками или химической легра- 
дации (сильными кислотами или шелочами). 

Измельчение 1каней, волос достигастся гомогенизацией (например. блеплером). химическим 
(шелочной гидролиз волос) и ферментативным способами. Химический способ быстрый, де- 
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шевый. но разрушает нестабильные вешества. Фермситативный способ, например с использо- 
ванием трипсина. значительно лороже. мелленнес. но сохранясг пестабильные вещества и лает 
более належные результаты. 

Гидролиз коньюгированных метаболитов проволится с ислью получения свободных метабо- 
литов и возможности нх зальпейшсго исследования. Конъюгированные мстаболиты из-за вы- 
сокой полярностн и большой молекулярной массы пельзя анализировать методом ГЖХ: они 
лучше растворяются в воде. чем в органических растворителях. что затрулняет экстракцию, 

Кислотный гидролиз проходит быстро. прост в осушествлении. Олнако вследствие неспепи- 
фичности реакции расшенления ковалентной связи, жестких условий провеления гидролиза в 
среде концентрированной кислоты при кинячении или нагревании в авгоклаве под давлением 
образуется болышое количество побочных пролуктов и теряется информация о некоторых ток- 
сикантах (например. разрушение 6-МАМ — биомаркера героина. деградания беизодназспинов 
ло метаболитов и др.)- 

Энзимный гидролиз пол действием ферментов (папример. В-глюкуронилазы. В-сульфатазы. 
трипсина и др.) является специфичным. проходит в мягких условиях, уменьшает образование 
побочпых продуктов. в результате чего гилролизованный образец получается болес чистым. 
Способ имеет недостатки: исобхолимость строгого соблюдения условий (рН. температура, со- 
став буфера. активность фермента); длительное время инкубирования (12—20 ч): измсиение 
активности фермента в зависимости от происхождения и сроков хранения. ингибирование 
фермента веществами, присутствующими в пробе (соли). 

Жидкость-жидкостная и твердофазная экстракция. Экстракцией могут быть изолированы 
токсичные вешества, относящиеся к различным классам и группам химических соединений, 
в том числе нелетучие органические вешества: наркотики. яловитые. сильнодействуюшие ле- 
карствеиные вешества, пестициды и ар. 

Способ жилкость-жидкостной экстракиии (ЖЖЭ) основан на послеловательном изменении 
полярности. рН среды экстрагентов и кислотности (или основности). различной липофильнос- 
ти анализируемых вешеств. Вещества основного характера при шелочных значениях рН срелы 
находятся в ненонизированной форме. в то время как вещества кислотного характера будут 
монизировапы. Нсионизированиыс формы сослинспий. как правило. лучше растворяются в 
типофнльных органических растворителях, чем в воле. Па этом принципе и основано изоли- 
рование токсичных вешеств из биологических объектов. 

При выборе методики экстракции исобхолимо учитывать, с олной стороны. значение рК.. 
липофильность (выраженная как Кр при различных значениях рі}, растворимость в водных и 
органических средах, значение дипольного момсита анализнруемого соединения, а также его 
устойчивость к воздействию воздуха, света, температуры. С другой стороны. выбирая конкрст- 
чую экстракционную систему. необходнмо принимать во винмание характеристики раствори- 
телей: полярность. селективность. дипольный момент. плотность и поверхностное натяжение. 
смешиваемость с водой, летучесть органического растворителя и его безопасность для злоро- 
ва. Как правило. у растворителя. выбранного в качестве эксграгента из группы растворителей. 
ъзовлетворякицих условиям ЖЖЭ конкрегного аналита. не существует особых преимуществ. 
Вьгбор экстрагента — всегла компромисс межлу вилом биообъекта. характером анализирусмого 
соединения и свойствами растворителя. При выборе схемы экстракции. которая определяется 
приролой токснканта. морфологическими особенностями биообъекта. возможными методамн 
юсслелования. эксиерт лолжен обратить вниманис и па потенниальные фоновые соединения 
экзотенного и эндогенного характера. присутствие которых в анализируемом образце неиз- 
ежно. Количество фоновых соединений будет определяться вилом объекта. условиями его 
хранения. особепностями повеления анализируемого образца в ием и другими факторами. 
Обязательным является учет возможного связывания токсичных соелинений с макромолекула- 
м омологической матрицы. в основном бслками. 

Суммарный процесс взанмодействия токсичного вещества с бносистемой определястся 
многими факторами и прежде всего хнмической приролой токсикаита (см. ги. 2.2). Проиессы 
зальзатаицни токсикантов обусловлены их физико-химическими свойствами. Одни токсикаиты 
эюзонны к спенифической сольватацин — образовапию относительно прочных комплексов 
межлу молекулами токсиканта и волой биожнлкостей за счет водородных связей. другие — к 

пифической сольватации, которая обусловлена слабыми кулоновскими или дисперсион- 
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ными силами. Величина рК, характсризуст степень ионизации функциональгых групп веисств. 
Токсиканты органической природы содержат различные по силе кислотные и/или основные 
центры (например, СН-, ЗН-, №Н-. ОЙ-кислотные центры), электронолонорные и/или элек- 
троноакиспторные заместители. влияние когорых можно рассчитать при использовании кон- 
станг Гаммста и Тафта и прелвилеть их вклал в гилрофобность анализируемого вещества. Для 
количественной оценки кислотности п основности токсикаитов используют протолитическую 
теорию Бренстела и Лоури. теорию жестких и мягких кислот и оснований и лр. Эффектив- 
ность распрелеления вешества межлу органической и волной фазой находится в прямой за- 
висимости от строения экстрагируемого сосаниения: пида (электронодонорный. электроноак- 
центорный) и количества заместителей в молекуле. их внутримолекулярных взаимодействий. 
конформанионных эффектов и т.н. Липофильнюсть вещества во многом определяется видом 
и количеством имеющихся функциональных групп и заместителей. Электроноакценгорные 
заместители увеличивают обшую гилрофобиость ароматических сосдипений. Заместитслн с --1 
эффектом оказывают наибольшее влияние на проявление липофильных свойств, а заместители 
с +1 эффектом (например. алкильные группы) — незначительное. Если заместители способны 
к лелокализации р- и п-электронов. т.е. обладают мезомерным эффсктом. то, как правило. 
янпофильность сослинения увеличивается (особсино для ароматических систем). Стерические 
эффекты апализирумых веществ могут быть различными по своей природе. Зашита (экри- 
пировапие) неполелепной электронной пары алкильными группами приводит к увеличению 
липофильности, т.е. к повышению коэффициента распрелеления (Кр). Так. экранироцаиис 
гилроксильной труппы алкильными заместителями уменьшает образование водородных связей 
с волой. Взаимное отталкиваине (просгранственное затруднение) функииональных групп мо- 
жег уменьшать ғидрофобное связывание. Пространственные затруднения могут ингибировать 
сопряжение (мезомерный эффект} и уменьшать, таким образом. Кр. Неразветваснная алифа- 
гическая пень обычно в большей степени повышаст липофильность соединения. чем развет- 
вленная. В случаях. когла разветвление непосрелственио связано с фупкциональной группой, 
се эффект болес выражен. Следует принимать во внимание возможность изменения конфор- 
мании органических соединений в растворе. Например. когла алифатическая цепь достаточно 
ллипная. она приобретает способность свиваться в сиираль в растворе, и вешество образует 
так пазываемые капельки молекулярного масла, что характерно для соединений с 14 и болсе 
атомов углерола. В молекулах монофункциональных сосдииспий с прямой короткой пспью 
такая особенность отсутствует. Образование внутримолскулярных водорояных связей приволит 
к уменынению сродства к волной фазе (например. салициловая кислота). Низкие значения рК, 
указывают ма высокую степень нонизапии (сильные кислогные свойства). Обратная зависи- 
мость характсрна для оснований. Для расчста стспени ионизации всщества при опрслеленном 
значении рН применяют уравнение Гендерсона – Гассельбаха. 
Уравнепне Геплерсона —Гассельбаха для буферных систем |!-го типа: 


Раи с (соль) | 
и с (кислота) 
В общем случае уравнение Гендерсона— Гассельбаха для буферных систем 1-го тип2: 
[сопряженное основание | 
[кислота] 


Для омрерной системы 2-го типа. например аммиачной. концентранию ионов Н в растворе 
можно рассчитать, исходя из коистаиты кислотно-основного равпонесия сопряженной кисло- 
ты МН: 


РН = рК, + 18 


МН, = МН, + Н: рк, 9. 2: 
_ Нин 
а МН] 
Отсюда получают уравнение Генлерсона—Гассельбаха лля буферных систем 2-го типа: 
с (основание) 


РИ РАНЕ с (соль) 
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Уравнение для буферных систем 2-го типа можно представить и в слелуюшем виле: 


с (соль) 

ВЕ р, — 18 с (основание) 

Уравиение Генлерсона— Гассельбаха позволяст сформулировать ряд важных выцолов: 

• РН буферных растворов зависит от значения отрицательного логарифма константы диссо- 
циации слабой кислоты (рК,) или основания (рК‚) н логарифма отношения концентраний 
компонентов кислотно-основной пары. но практически ие зависит от разбавления раствора 
волой. Слелует отметить, что постоянство рН хорошо сохраняется при малых концентра- 
ниях буферных растворов. При кониентраниях компонситов выше (0.1 моль/л необходимо 
учитывать коэффициенты активности понов системы. 

• Значение рК, любой кислоты и рК, любого основания можно вычислить по измеренному 
РН раствора. если известны мозярные кониенграции компонентов. 

Кроме того. уравнение Геплерсона— Гассельбаха позволяет рассчитать РН буферного рас- 
твора. если известны значения рК, и молярныс концентрации компонентов. 
® Уравнение Гендерсона— Гассельбаха можно использовать и лля того. чтобы узнать. в каком 

соотношении нужно взять компоненты буферной смеси. чтобы приготовить раствор с за- 

данным значением рН. 

„ Для кислот. № отношения концентраций (ионизированных/немонизированных форм) 
РН — рк. 

• Для оснований: 16 отношения кониентраний (ионизнрованных/неионизированных форм) = 
рК, — РН. 

От степени ионизапии молскулы зависит се липофильность (№ Р). Некоторые вешестви со- 
держат несколько кислотных и/или основных пентров. этим объясняется паличис авух и более 
значений рК, токсикангов. Липидорастворимыс вешества лучше проникают в ткани. быстрее 
биотрансформируются и в менышем количестве вылсляются в неизмененном состоянии с мо- 
чой. Кр зависит от степени понизании вещества. слеловатсльно. и от значения рН водной фазы 
экстрагента. В случае установленного токсиканла значение \, как показателя распределения 
гоксиканта межлу тканями и другими средами (см. гл. 4) следует взять из справочной литера- 
туры. Если известны период полувыведения и почечиый клиренс токсиканта или его клиренс 
желчью. вылыхасмым возлухом (см. гл. 4}. то эти характерисгики также могут быть использо- 
влпы при подборе оптимальных условий изилечения. 

К виешним условиям. которые оказывают влияние на эффективность экстракции. относят 
измененне температуры. добавление каких-либо химических реагентов и влияние рН среды. 

Изменение температуры влияет на растворимость вешества в кажлой фазе. взаимную рас- 
творимость органической и водной фаз. а также способность вешества образовывать ассоциаты 
1лимеры. тримеры и т.л.). Влияние изменения температуры на Кр незначительно. если раство- 
рнтели плохо смешиваются друг с пругом. н может быть как отрицательным, так и положи- 
тельным. 

Кр вешества часто выражают как отношение его растворимости в обсих фазах. Рял соелииений 
может уменьшать или увеличивать растворимость токсиканта как в волной. так и в органической 
фазах. Снижение растворимости в водной фазе называют высаливанис. а увсличение — всали- 
вание. При экстракиии с высаливанием Кр унеличивается. при зсаливании — уменынается. Это 
связано с тем. что добавление солей изменяст диэлектрическую проницаемость и нонную силу 
раствора. 

Значение РН. выбранное лля экстракции, коррелирует со значением рК, вещества в уравне- 
нии Гендерсона- Гассельбаха. 

Выделение аналита проводят несмешивакинимся с волой органическим растворителем. 
Кр токсиканта показывает его способность распределяться между липидной и войной фазой. 
если вешество нахолится в немонизировзином состоянии. Это теоретическая величина, так 
как большинство вешеств ионизируется (в той или иной мере) при любом значении рН. Кр 
зависит от степени ионизации веншсства, слеловательно, и от значения РН волной фазы экс- 
трагента. При ЖЖЭ отношение кониентраиий анапита в лвух несмешивающихся фазах при 
равновесии определяегся Кр. 
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Итак. при проведении процедуры экстракции токсичных соединений из биологического 
матернала необходимо разрушить комплскс вещество—протсии. улаљить из экстракта низкомо- 
лекулярные пептиды. разнообразные липиды и в конечном счете получить экстракт с наиболь- 
шей концентранией анализируемого соединения и наименьшим количеством соэкстрагентов. 

Онгимальный выход токсиканта и селективность вылеления достигаются: 

подбором растворителей. 

коитролем рН среды, 

соблюдением методики провеления операцин. 

Полбор растворителей. Полярность растворителя выбирают. исходя из конкретных зачач 
и общего правила: чем меньше полярность растворителя. тем лучше обесисчивается раство- 
римость аналита в органической фазе. Неполярные растворители: гексан. гептан. лиэтиловый 
эфир. циклогексан. толуол. хлороформ. бутиланцетат. хлористый метилен. Относительно по- 
лярные растворители: спирты (амиловый. пропиловый. бутиловый), апегон, этилапетат. апе- 
тонитрил. Увеличение полярности растворителя достигается добавлением неболыпого объема 
относительно полярного растворителя (этиланетата. изонронанола) к низкополярной фазе 
(гексану). Используют как олиночные растворители. так и многокомпоненгные емеси. 

Контроль рН срелы. Оптимальное значение рН при проведении экстракции является функ- 
цией рК, аналита (2 единипы пиже рК, для кислых вешсств, 2 слиницы выше рК, лля основных 
веществ). Для скрининга кислых и нейтральных вешеств используют ацетатные и фосфатные бу- 
феры, созлаюшие рН лля крови и кровьсодержащих тканей 4,5—7,4. Болсе силыос подкисление 
влняст на клетки крови и вызывает экстракнию из крови окрашенных эксграктивных веществ. 
Для скрининга осповных и нейтральных веществ созлают рН 9.0— 10,0 побавлепием гидрокси- 
ла аммония или буфера: карбонатиого. насыщенного боратного. трис-буфера (тидроксиметил)- 
амипометана. При исследовании амфотериых вешесив (например, морфина) выбирают интервал 
РН. прелварительно провеля расчеты по уравнению Генлерсона-Гассельбаха. Для нонизиро- 
ванных веществ (четвертичные аммонийные соли) применяется ионио-парная экстракция. При 
иеленаправленном анализе величина рН рассчитывается с учетом рК, и строго выполняется. 

Соблюдение метолики проведения операции. Учитывая плогность растворителей, полбира- 
ют их так. чтобы токсикант остался в нижнем слое. Легче улалить растворитель. нахоляшийся 
в всрхмем слое. который затем отбрасывают. Если аналит планируют определять инструмен- 
тальными методами. то экстракцию проволяг без использования делигельных воронок. Растно- 
ритель удаляют пастеровской пипеткой с помошью волоструйного насоса. 

Добавление инертной нейтральной соли (высаливание) позволяет уменьшить растворимость 
анална в волной фазс (из-за увеличения ионной силы). снижает смешиваемость воды с орга- 
ническим растворителем (болес резкая гранина между двумя фазами). возможность образова- 
НИЯ ЭМУЛЬСИЙ. 

Рекомсндустся использование различных буферных растворов при ЖЖЭ для дальнейшего 
провеления скрининга веществ кислого. основного и пейтрального характера. 

Пример. ЖЖЭ вещества основного характера (рК, 8.0) из плазмы крови. Довести рИ илаз- 
мы до 10.0 (лобавляют шелочь или основной буфер). встряхивают с выбранным органическим 
растворителем. Токсикант будет переходить из волной фазы в органическую. при этом боль- 
шинство эндогенных оснований и сослипений нейтрального характера также булст переходить 
в органическую фазу. сели они облалают достаточной растворимостьо в органическом раство- 
рителе. Органическую фазу отделяют от волной спепиальными приемами; иногда для лучшего 
разнеления фаз используют пентрифугирование. 

Для вешеств, являющихся очень сильными основаниями (или кислотами) проводят лопол- 
нигельную очистку — реэкстракнию. Встряхивают органическую фазу с разбавленной кислотой, 
например 0.1 Н. раствором Н.50,. Вещество основного характера перехолит в иопизированную 
форму н лучше растворяется в волной фазе и хуже — в фазе органического растворителя. Энло- 
генные основания могут также быть соэкстрагированы. Полбор соответствуюшей величины рН 
срелы и полярности растворителя позволяет удалить бульшую часть соэкстрактивных аминов 
из эксгракта. Затем волную кислую фазу пояшелачивают лобавлением основания. например 
2 Н. раствором МаОН и встряхиваюг с новой порцией органического растворителя. чтобы 
перевести анализируемос вешество в органическую фазу. Органическую фазу отделяют. упари- 
ваюе и анализируют. 
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В большинстве случаев, органическую фазу. солсржащую токспкант. промывают водой, ко- 
торую затем отбрасывают. Этот этап должен быть жшатсльно проконтролирован. Например. 
если анализируемос вешество является сильным основанисм, а промывная вода имест слабо- 
кислую среду. то часть анализируемого вешества может перейти в водную фазу и будет паблю- 
даться большой разброс апалитических данных. 

Твердофазная экстракция. Кониентрирование анализируемого соелинения (или группы со- 
селинений) и удаление фоновых веществ способом ТФЭ обеспечивастся использованием сне- 
цизльных сорбентов. Обычно (но не всегда) в качестве сорбента применяют модификации 
силикагеля. содержащие амино-. нитрильные. нолиольные грунпы. углеводородные привитые 
фазы и лр. После сорбции биоматернала фоповые вещества с сорбента вымываются водой 
или буферными смесями. а затем осуществляется десорбиия нужных соединений подходящим 
органическим растворителем. 

ТФЭ выполняют с помошью микроколонок. заполненных тверлыми сорбеитами. Пропус- 
кание апалитов через тверлые сорбенты (картриджи или зиски). аназогичные используемым в 
ВЭЖХ. основано на гипрофобных. водородных или ионных взаимодействиях. Система лля ва- 
куумирования позволяет одновременно анализировать серию (8—30) образцов и поддерживать 
олинаковые условия изолирования. Очистку производят с помошью смеси вола—буфер—орга- 
нический расгворитель. Аналит элюируют органическими растворителями. 

ТФЭ обычно характеризуется почти количественным выходом и хорошей воспроизводимос- 
тью. Для выполисния ТФЭ исобходимо: 

» провести кондиционирование* сорбента: 


• нанссги пробу ири рН 6.0—7.0 (фосфатный буфер): 

• промыть водой (удаление солей): 

» полкислить фазу (| М уксусной кислотой): 

• промыть 100% органическим растворителем (метанол) для удаления кислых и/или ией- 
тральных экстрактивных вешеств матрицы; 

» элюнровать системой хлороформ—ацетон {1:1)-кислые (нейтральные) вешества: 


элюнроваль подшелочениым метанолом (1—2% МН,ОН) лля удаления основных (исйтраль- 
ных) веществ; 
» собрать элюаг со скоростью 1—2 мл/мин. 


Рис. 5-1. Сушность конаниионирования сорбента. 
А — неконлипиониронанный: Б — коилиционированный сорбент. 


* Кондициоцирование — это подготовка картриджа лля ТФЭ к взаимоленствию с пробой, т.е. очистка от загрязнений, 
поялившихся во время транспоргировки и хранения пагронов (рис. 5-1). 
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Обычно разиеление компонентов может происходить тремя способами: примеси и все ме- 
такицие компоненты удерживаются на патроис. а определяемые вешесгии прохоляг через него; 
мешающие компоненты прохолят через патрон. а опрелеленный компонент сорбирустся на 
патроне и затем элюнруегся более полярным растворителем; и опрелеляемые. и мешаюшие 
компоненты сорбируются на патроне, а затем послеловательно разделяются на фракнии при 
ступспчагом элюировании (см. электронное приложение). 

Изменяя и подбирая услония для ТФЭ (типы сорбентов лля патронов. контроль рН. поляр- 
ность элкюнтов), можно найти нанлучшее решение конкретной аналитической залачи, полу- 
чив максимально концентрированные и очишенные экстракты. ТФЭ совместима с любыми 
методами. используемыми в ХТА. Кажлый индинилуальный этап ТФЭ зависне ог вида ана- 
лизирусмоғо вешества. типа экстракпионной колонки, мстола опрелеления и часто включаст 
коптроль этапов и ошибок. 

Впервые для очистки биообразиа были испольюваны активные угли. Но вследствие плохой 
лесорбини © угля анализируемого сосдниения они не получили широкого раснроегранения. 
Интерес к использованию активных углей для обработки биообразиов постепенно возрождает- 
ся. так как отличная аасорбирующая сиособность углей делает их привлекательным, а иногла 
и непревзойленным средсиюм. В настояшее время и качестве сорбента в патронах для ТФЭ 
применяются силикагель и продукты сего модификаиии. Для модификации используются ве- 
шества, содержащие разянчиые функциональные (нитрильные, лиольные., амино-, карбокси- 
и сульфогруппы). а также алифатические (СІ — С1$) и ароматические (фенильные) грунпы. 
фольшой пабор сорбентов — полярных. неполярных, иопообменных — позполяег сорбировать 
на пих практически все кислые, основные и нейтральные токсичные вешества. Главный кри- 
герий правильного выбора тверлой фазы для ТФЭ токсикантов — опенка прочности связей. 
удерживающих аналит па воверхиосли сорбента. Как известно, образование ковалеитных свя- 
зен между молекулами аналита и поверхностью твердой фазы более прочное по сравнению с 
водородиыми связями. линоль-лнпольным пли диснерсиониым взаимодействием (см. гл. 2.2), 
Для ТФЭ нспользуют патроны (картриджи). которые представляют собой колонку размером 
2—5 см из различных материалов (стекло. пластик}. заполисиную сорбентом. или лиски. В за- 
висимости ог применяемых для молификации сорбента вашеств. которые в свою очередь рас- 
счиганы на извлечение опрелеленной группы токсикантов из биообъекта, разработаны типы 
(вилы) патронов для ТФЭ. Сорбенты и патроны для ТФЭ приведены в табл. 3-5. 

В тайл. 5-6 приведена сравнитсльная характеристика пропедуры ЖЖЭ и ТФЭ. 

В связи с широким использоваинем инструментальных методов анализа технология ЖЖЭ 
претерпела изменения: отпала необходимость во фракиионных разаелениях и больших объемах 
дорогостоящих, опасных для заоровья растворителей. появилась возможность использовать 
однократную экстракцию. расхолуя значительно меньшие объемы растворителей и меньшие по 
весу пробы. избегать применения высокотоксичных растворителей — беизола и хлороформа. 
При этом однократная экстракция позволяет получать воспронзвоаимые результаты количест- 
пенного определения. Снизить возможность образования нежелательных эмульсий (при высо- 
ком содержании жира в матрице) помогают рациональный выбор растворителя. пентрифуги- 
рование, помешение нробы в морозильник. побанление изооктана. 

Основная залача экстракиии в ХТА состоит в том. чтобы слелать анализируемый образеи 
совместимым с аналитическим прибором. селективно обогатить пробу интересующим сосли- 
иением. а также прелохранить аналигическое оборулование от загрязнений. 

Очистка. Как следуст из сравиительной характеристики пропслуры ЖЖЭ и ТФЭ. очистка 
гребуется только после провелспия ЖЖЭ и лостигастся ионизацией аналита, улалением ней- 
тральных загрязняющих нешеств и реэкстракиней. Для этого обрабагывают аналит ризбавлен- 
ной кислотой. а после полщелачивания реэкстрагируют. В воле остаются белки. в органичес- 
ком пастворителе — линилы. Если в дальнейшем нланируют ниселелование аналита методом 
ГЖХ с использованием пламенно-ионизационного или азотно-фосфорного детсктора, а также 
провеление скрининга токенкантов, которые в кислой среле разлагаются, то проводить реэкст- 
ракиию не рекомендуется, 

Вопрос дополиительной очистки грязпых экстрактов решастся комиромиссно: оценивает- 
ся значимость чистоты экстракта по отношению к петерям трудноэкстрагируемых вешесть. 
Обычно такие экстракты высушивнот и полвергают очистке перераспрпелелением в гексан или 
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Таблииа 5-5. Сорбенты и патроны лля ТФЭ 


Тип патрона / тип сорбента 


—— в аге 


Токсиканты 


Лиапак С1/гидрофобный с привитыми углеводо- 
ролными групиами 


Диалак интрил/гилрофобный сорбеит с привиты- 
ми фенильњыми группами 


Днапак диол/гидрофильтый нейтральный с вривн- 
тыми днольными группами 


Диапак ТА: сильноосновный анионообменный с 
привитыми четвертичными аммонийнымн групиа- 
ми 


Днапак карбокси/слабокислотный карбоксильный 
катнонообмсиный 


АЪѕсїш“ Мехих/полимерный сферический с унн- 

кальной комбинацией гилрофильных н гидрофоб- 
ных активных центров (универсальный сорбент с 

эксгракимей без конлициовировання) 


Госцѕ"“ /унифипированный полимерный с комби- 
нацией галрофильных и гидрофобных активных 
ценіров“ 


Воп Еш МУРОДочетание сорбентов с разными 
механизмами улерживаиия аналитов и примесей“* 


Вопа Ез СепНу/сочетание сорбентов с разными 
механизмами удерживания аиалитов и примссей 
{расширенный объем резервуара) 


Диски Етрогс"“/80% неподвижвой фазы С!8. С8 и 
др. запрессоваио в матрицу из структурированиого 
гофлона*** 


Диски Етроге""Иболее полярные диски с фазой 
стирол-ливинилбензол 


Скап Эсгсел/сополимерния фаза на частицах сили- 
кагеля невравилыюй формы 


Пестиниды. производные бензодиазепииа, перти- 
ды 


Фенолы. неспшиды. витамины, 
произволные беизопиазенина 


Витамины. метаболиты. фенолы 


Витамины. различные органические (в том числе 
высшие жирные) кислоты 


Гербицилы. лекарственные препараты различных 
групи 


Лекарственные. наркотические вещества и их ме- 
таболиты 113 биологических жидкостей (более 

20 пренаратон или метаболитоп за | аналитичес- 
кую онерацию} 


Лекарственные. наркотические вешества и их ме- 
таболиты из плазмы крови и лругих биологичес- 
ких матриц для последующего анализа методами 


ВЭЖХ ни ГХ-МС 


Различные группы токсикантов в разнообразных 
матрииах (в том числе полихлорированиые лифе- 
нилы и лноксины из пищевых прояуктов) 


Наркотические вещества и их метаболиты из мочи 
для послслующего анализа методами ВЭЖХ. ГХ 
или ГХ-МС 


Полихлорированные дифенилы, диоксины. хлор- 
и фосфорорганические пестниилы. полнядерные 
ароматические сосдинения. фталаты. триазины 


Высокополярные аналиты. слеловые количества 
взривчатых вещести и фсполов 


Лекарственные вешсства: барбитураты. 
антиленрессанты. нейролептики. производные 
бензодиззепіна. антиаритмики 


е Извлечение поляриых и неполярњых аналитов в олной упрощенной пропелуре. Высокий уровень очистки пробы 
обесиечиваст эффективное определение мстолами ВЭЖХ-МС и ГХ-МС 

** Примсиястся лля обработки нежидких роб (образны волос. кремы и мази. иншеные продукты и лр.}. 

*** Раскол расиюрителей снижен на 98%. сокринепо время пробоподготовки по сравнению с ТФЭ на патронах (за 


ечет мепынего гилролипачического сопротивления) 
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Габлииа 5-6. Сравнительная харзктеристика пропедуры ЖЖЭ и ТФЭ 


Вил экстракнин. эффек- Пренмушества | Нелостатки 
тивность мзалечения 

ЖЖЭ. эфиіюктинность Реитабельноеть Трудоемкость 
около 75%. определяется Простота извлечения максимального ко- (Длительность 
опкнением раство- личества токспкантов и на мегибодитов в Низкий выход очень полярных 
римости токсиканта в отиосительно чистом виде аналитов 

песмешиваюшихея фазах Дегралания злизлити при крити: 
(коэффиниент Нернста) ческом значении рії 


Образонанне нежелательных 
эмульсий 

Работа с токсичными раствори- 
телямн 

Трудности автоматнзании 


Тир. =н[крективиость Высокий выход аналита (в гом числе Неолноролность распрелеления 


71—99%, зависит от гипа | очень полярного} частини сорбентов по размеру, 
изтрита Получение чистых экстрактов? что ведсг к зизчительной варні- 
| Хороший выход бельносли скоросии потока жил 
Мевыие зависит от изменений рі! кости через сорбен! 
Меньше расҳоя растворителей Более дорогой метод 
Экологичность Возможна разница межлу пар- 
Процесс автоматизирован гиями материали аля ТФЭ. что 


нлияег на выхол зналита 
Ограниченная емкость загрузки 
пробы 


* Влияния матричных элементов биожиакостей практически ие наблюлистся. оспобными примесями. аэющими лысу 
коишенсинные пики на хроматограммах (ВЭЖХ и ГХ-МО. являются плитификаторы єфгаяаты) и нрипвтые груши 
сорбента. 


гептан (наиболее гидрофобные растворители) и 0% этанол (метанол) или используют гексан 
и ацетонитрил. 

Лериватизация. Алгоритм действий при провелении ХТА должен быть разрабогаи исслело- 
нателем еше на сталии планирования экспертного исслелования. Если в ходе анализа исследо- 
ватель ирелполагаег использовать газохроматографический метол для определения полярных и 
малолетучих соелиненниий. то пеобхолимо прелусмотреть этар их лериватизаиия. 

Деринатизания — реакция получения производиых искомого токсикаита путем прсобразо- 
вания полярных грунп в неполярные без изменения основной структуры молекулы. При этом 
ис только исключаются потери вешеств из-за низкой лстучести и сорбини. по и улуишают- 
ся характеристики газохроматографического анализа. При хроматографическом исследовании 
токснкологически и биологически важные вешества делят на 3 групы: {1-я — летучие вешсства; 
2-я — нелетучие или менее летучне вешестна. которые после соответствующей дериватизации 
становятся достаточно легучими и термически стабильными; 3-я — вещества. которыс из-за 
высокой молекулярной массы пе могут быть легучими даже после дериватизации (например, 
полимеры). 

Для вешеств, относяшихся ко 2-й группе. необходима лериватизация с целью образова- 
ния летучих производных. Ес нроволдят с помошью резкиий анилирования (уксусный ан- 
гидрил, трифторуксусный ангидрид. пентафторпронионовый ангилрил и пр.), алкилиро- 
вания (например. метилирование дназометаном и др.), силилнрования (ВСА — (\.О-бис 
(триметилсилиљацетамил, ВУТЕА — 1% ТМС$-бис(триметилеилил)трифторапетамил + 1% 
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триметилхлоросила. МУТРА — М-метил-М-триметилсилилтрифторанетамил и др.). При выбо- 
ре реагента лля дериватизации учитывают устойчивость лериватов: образование лля кажлоғо 
соединения деривата только одного вила; отсутствие побочных продуктов; эффективность раз- 
деления анализируемых компонентов. наличие интенсивных пиков в масс-спектре, обеспечи- 
вающих хорошую чувствительность; отсутствие расщсиления пиков дериватон на хроматограм- 
ме. качество масс-спектра (см. гл. 6.3.2 и 6.3.3). Для дериватизании одного соединения может 
быть использовано несколько реактивов в зависимости от числа фуикииопальных групп. нс- 
обходнмых блокировать. Провеление дериватизации значительно улучшает определение низ- 
ких концентраций анализирусмых вешсств (в нг/мл) в биологическом материале. Вследствие 
гидролитической исустойчивости продуклов дернватизации, приволящей к послеловательной 
потере введенных груип вплоть до образования исходных соединений, дериватизацию прово- 
дят непосредственно перел газохроматографичсским определением. 

При срависнии способов дериватизании предпочтение (во многих случаях) отдастся сили- 
лированию фторсолержащими реагентами (например, ВЅТЕА и МУТҒА). что практически не 
приводит к загрязнению детекторов (азотно-фосфорного, нламенно-иоиизанионного и масс- 
спектрального) газового хроматографа (см. гл. 6.3.2 и 6.3.3). 

Триметилсилилирование проводят в мягких условиях, оно универсально, увеличинает моле- 
кулярную массу. Силилирование фуикциональных груни токсикангов значительно повышаст 
належность количественного определения таких вешеств. как морфин (спиртовый и феноль- 
ный гидроксилы). беизоилэкгонин (карбоксильная груша), метилендиоксиметамфетамии — 
МДМА (аминогруипа). фенобарбитал (амилогругша). Термин «силилирование» означает заме- 
шение подвижного водорола (КСООН. КОН, МН или 5Н) силильной грунной для улучшения 
хроматографических характеристик и увеличения петучести соединений. Пропедура леринати- 
зации: выпарить лосуха экстракт. полученный после ЖЖЭ или ТФЭ. лобавить дериватизирую- 
ший реагент. нагреть при 70 °С в течение 20 мини 1—2 мкл ввести в инжектор хроматографа. 

В России традиционно используют принятую в начале ХХ века классификацию объектов 
ХТА, по которой они разделены на 4 группы в зависимости от агрегатного состояния и/или 
морфологических особенностей, что. в свою очередь, и определяет соответствующие схемы 
(типы) изолирования. 

1. Жидкости с небольшим солержаннем биологического материала — моча. промывные 
волы желудка и т.д. 

2. Жилкости с заметным солсржанисм биологического материала — кровь. сопержимос же- 
лудка и Гл. 

3. Тверлые обьекты. которые являются индивилуальными сослинениями или их смесями. — 
таблетки. капсулы. соли, остатки энсизвестного» порошка и т.л. 

4. Тверлые объекты, которые являются сложными смесями, — все виды биологических и 
растительных тканей. 

Каждая из этих групп требует свосй аналитической схемы. так как способы изолирования, 
описанные лля мочи, не всегла приголны для крови и тканей. Эти схемы приведены в элскт- 
ронном учебнике по токсикологической химии (Калстипа Н.И.. Симонов Е.А.. 2005), а также 
изланиях прошлых лет и могут быть лоступны читателю (например. Швайкова М.Д.. 1975: 
Еремин С.К и пр.. 1993). 

В практике сулебно-химических лабораторий РФ нерелко используют классические спосо- 
бы изолирования Стаса—Отто (настанвание с подкисленным спиртом). Швайковой —Василье- 
вои {настаивание с водой, нодкисленной щавелевой кислотой). Валова (для вылеления вежществ 
кислого характера). Крамаренко (для выделения веществ основного характера). Их особеннос- 
ти. преимушеслва и пелостатки предсгавлены в табл. 5-7. 

Согласно даиным литературы, процесс пробоиодготовки занимает от 58 до 61% суммарного 
времени экспертизы и при этом являстся причиной более 45% ошибок при количественном 
опрсясленини в ХТА. 

Рекомендации экспертов 
е Для ЖЖЭ должны использоваться наименсе полярные растворнтели, чтобы уменышн ғь воз- 

можность соэкстрагирования эндогенных сослинсинй. 

• Многис токсиканты (лекарственные средства) настолько липофильны, что могут экстраги- 
роваться псполярными растворителями даже в иснизированной форме. Например, пронра- 
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Таблииз 5-7. Особенности. преимущества и недостатки способов изолирования токсикантов оргаинчес- 


кой приролы. используемых в ХТА 


Экстракиия подкислениым спир- 
том (метол Стаса—Отто) 


Осаждение белков вольфраматом 
(метол Валова. метол Швайко- 
вой — Васильевой) 


Способ | 


Преимумества 


Применим для различных групп 
образиов 

Рекоменлуется при исслеловании 
дурнопахнуших (загнивниих) об- 
разнов; при определении прячин 
нишевых отравлений 


Относительно быстрый метод. 
экстракгы обычно чистые 
Рекоменщустся для изолировапия 
встисств кислого и нейтрального 


характери 


Ослажленпе белков сульфатом ам- 
мония (метод Крамаренко) 


Прямая экстракпия 


Обработка кониснірированиыми 
кислотами 


Умеренно быстрый. экстракгы 
веществ основного характера 
обычно чнегые 

Хорошо экстрагируются метабо- 
янгы 

Рекомендкегся для извлечения 
веществ основного харакгера; нс- 
слелования содержнмого желулка 
при пншевых отравлениях 


Быстрый метон изолиропания 
Рекоменцустся для извлечения 
венеств кислого и нейтрального 
характера. 


Более эффективны для конъюги- 
рованігых токсикантов и их ме- 
таболитов, а также для веществ, 
прочно связанных с белком 


Незостатки 
Требуется проведение многих 
стадий 


Экстракт ы получаюг зирязнен- 
цыс в С низким ныхолом 


Требустся большой объем орга- 
пического растворителя 
Экстракция вешести основного 
характсра менее эффективна. 
чем при других метолах 


Экстракты вешестн кислого ха- 
рактера загрязненные 

Низкая открываемость веществ 
кислого характера 


Трулно летсктируются вешества 
оспопного характера. если они 
присутствуют в иизких концен- 
1раниях 


Некоторые всшества разлагаются 
при действии кислот и при на- 
гревапии 


нолол — блокатор В-алренорецепторов (рК, 9.5) при использовании буфера РН 7.4. ионизи- 
рован более. чем на 99%. Коэфирициент его распрелеления в системе н. октанол— вода (при 
РН 7,4 и 37 °С} равен 20,2. что говорит о высокой растворимости ионизированной формы в 
н. октанолс (ненолярном липофильном растворителе). 

Многие экстракционные приемы используют отношение растворитель/волная фаза > +, что- 
бы уменьшить образование эмульсий. Идеальным является отношение растворитсль/образен 
10:1. Тем ме менес используются приемы, гле отношение даже < 1. Образование эмульсий 
в этом случае можно избежать или уменышить насышением волной фазы неорганической 
солью, например натрия хлорилом. персп экстракнией. 

Эффективность экстракции (фактор извлечения) может быть повышена использованием 
смеси органических растворителей. например гсксан-бутапол (9:1) или гексан-изоамидовый 
спирт (97:3). Такие растворители также эффективно экстрагируют полярные токсиканты и 
их метаболиты. 

Условия экстракции должны быть онтимальными оля копкретной биологической жидкости 
(ткани). Экстрагируемость из воды никогда не будет полностью соответствовать таковой из 
крови или гомогенатов тканей. 
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* Когда условия эксгракции оптимизированы. необхолимо провести серию опытов в дамных 
условиях и полном объеме при том. чго половина образиов должна быть разбанлена при- 
близительно в 10 раз. Хотя это не всегда приволит к успеху. но по крайней мере достигается 
дополнительная очистка экстракта. 

= Многоэтапность процелуры ЖЖЭ эффекиивиа при отлелении анализируемого всшества от 
биообразиа. но длительна по времени. ТФЭ — высокоэффективный способ изолирования 
(в Европе и США — самый распространенный). 

Способы экстракции — сверхкритическая флюилная экстракния. экстракция в микровоя- 
новом поле. тверлофазная микроэкстракиия и другие. в том чисие экстракчия с помошью 
иммупоаффинной хроматографии обсужлаются ниже и в главах 6.2.4; 7—11. 

Сверхкритическая фжоидная экстракция (СФЭ) предназначена лля вылеления и концен- 
трирования органических веществ из твердых образнов без применения органических рас- 
гворителей. Эффективность экстракции достигается использованием в качестве растворителя 
лиоксила углерола в сверхкритическом состоянии при температуре 32—100 °С и давлении 73— 
400 атм. Метод позволяет в десятки раз сокрагить время экстракини н нолностью авгомагизи- 
ровать процесс экстракини. Твердый образси помещается в термостатируемую экстракиионную 
камеру. Жидкий СО, заполняет иилиндр иирицевого насоса и после переключения клапанов 
постуиаст в экстракинопную камеру. Изменением давления и лемпературы в экстракиионной 
колонке созлаются необходимые (для каждого образца) условия для перехода СО, в сверхкри- 
тическое состояние. при котором начинается пронесе экстракиии. Микропропессорная сис- 
тема насоса позволяет поддерживать необхолимый расход СО, через экстракиионную ячейку 
при залапиом давлении и определять количество СО,, прокачиваемое через ячейку. Основные 
характеристики: скорость подачи насоса 0.005—10 мл/мин; максимальное рабочее лавление 
40 МПа; объем шприцевого насоса 150 мл; контейнеры экстракпионной камеры — 0.5/3.0 
10.0 мл. Метод СФЭ успешно применяется лля экстракции: слелов тяжелых мстамлов, дибенз- 
лиоксинов, полиароматических углсволоролов. пестицидов. терпенов. альлегилов. стероилов. 
жирорастворимых витаминов А, Е. К. лекарственных вешсств в нативных образнах, остатков 
углеводородного топлива из объектов окружающей срелы. стабилизаторов и пластификаторов 
нз пластмасс. ралиоактивных элементов с целью лезактивации. 

Суперкритическая жидкостная экстракция { СЖЭ). При СЖЭ используется неболышое коли- 
чество растворителей. В качестве суперкритичсской жидкости — применяется СО, (критичес- 
кая гемисратура 31 °С). Сунеркритические жидкости имеют плотность, близкую к плотности 
обычных жидкостей, но меньшую вязкость и высокий коэффициент диффузии. за счет чего 
экстракиня происходит быстрее. чем в обычных условиях. Это высокосслективный способ. 
Антоматизация процесса позволяет проводить экстракцию и очистку быстро и за один прием. 
Хорошие результаты получены лля неполярных и малополярных псстицидов, ПХБ, диоксинов 
(см. гл. 8.4 и 10). 

Микроволновая экстракция основана на использовании эпергии микроволиового излучения 
и позволяет количествспио извлекать органические сослинения из матрицы за 10—15 мни с 
использованием мипимальюго количества органических растворителей (2—10 мл растворите- 
ля на | г образиа). 

Твердофазная микроэкстракция (ТФМЭ) — миниатюризания способа ТФЭ с применением 
специальных игл на основе карбонакса. дивинилбсизола. карбоксена. 

Экстракция на жидкостных мембранах. Жилкостныс мембраны — подупронипасмыс жнл- 
кие фазы. разлеляющие два других раствора (лонорный и акнепторный). Улобно использовать 
жидкостные мембраны из органического растворителя. помещенного в поры нолимерной пол- 

оЖки. 

Корректные результаты анализа во многом зависят от прелзналитической техники обработ- 
ки образиа. Для каждого биообъекта необходимо учитывать качественное и количественное 
влияние эндогенных веществ в извлечении па результаты анализа. Параметры биологической 
марины зависят от многих факторов, молекулярными основами которых являются постетрес- 
сорные метазлолигананые нарушения. обусловленные гениой экспрессией (см. гл. 3). Бел- 
ки — это основная точка контакта с экзогснными химическими и физическими агентами. 
Возникаюшис при этом молификапин белков. изменсиня протеома и металлома влияюг на 
белковые сигнальные иени и факторы транскрипиии. внося свой вклад в токсикокинетнку и 
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биотрансформацию ксенобиотиков (см. ГЛ. 32и 4) и во многом определяя содержание энло- 
гепных вешеств в анализируемом извлечении. Технология метабономики (см. гл. 3.4). успехи 
токсикогенетики (см. гл. 3.3). новые аналитические приемы (см. гл. 6.4.3) в ближайшее время 
обеспечат иной подход к исследованиям биологических облоктов. 


Частные случаи изолирования (изолирование летучих ядов) 

К летучим ядам огносят газы (СО. Н.5$. 50, и др.). сипильную кислоту м се производные. 
алифатические спирты (алканолы СРС. алкилгалогениды (хлороформ. четыреххлористый 
углерод. 1.2-лихлорэтап. хлоральгидрат). альлегияы (формальлегил). одноатомные фенолы. 
крсзолы. уксусную кислоту (см. гл. 8). Отиссение их к групис летучих ядов основано на пизких 
темпсратурах кипения этих всшеств. что и предусматривает методы изолирования — простая 
перегонка (дисгилляпия), перегонка с водяным паром. микролиффузия. экстракция и сорбция. 

Необходимо огметить два обстоятельства: не можст быль универсальной схемы изолирова- 
пия летучих ядов вследствие разнохарактерности анализируемых сосдинений (см. выше); спо- 
соб изолирования всегда выбираюг в зависимости от последующего аналитического мстола. с 
номошью которого легучий ял будет исследоваться. Летучие яды, в основном. анализируются 
методом ГЖХ. Особенности подготовки пробы к определению методом ГЖЖ описаны в главах 
6.3.2. 6.3.3 и 8.1—8.3. 

Перегонка с водяным паром. Перегонка с воляным паром является одним из классических 
метолов изолирования. Его применяют лля разлелсния и очистки несмешивающихся межлу 
собой компоиеитов (жидкость — жилкость или жилкость — твердое вешество) и основан на 
приннипе: давление пара смеси двух несмешиваюшихся компонентов равно сумме ларлений 
наров чистых веществ. Температура кипения смеси при этом ниже температуры кипения само- 
го летучего компонента. что позволяет перегонять с паром соединения. которые разлагаются 
при температуре кипсния. Метод полезен при изолировании веществ. улетучиваюшихся с иа- 
ром. от нелетучих вешеств (жиры. белки и тд.) матрицы. Отогнанные соединения извлекают 
из довольно болыного объема конденсата жидкостной экстракнией. 

В искоторых случаях отгоняемые парообразные смеси представляют собой азеотропы (состав 
смеси пара соответствует составу перегомяемой смеси). Этим обстоятельством пользуются для 
селективного изолирования некоторых компонентов при пониженном давлении. Температура 
персгопки спижается, содсржание одного из компонентов азсотропной смеси увеличивается. 

Использование метода ограничено из-за относительно небольшого числа вешеств, способных 
перегоняться с паром, потерь вещества во время перегонки, большого объема конденсата, что трс- 
бует зиачительного расхода экстрагентов. Перегонка с паром может быть использована лля изоли- 
рования хлорированных углеволородов, альдегилов. высших спиртов и др. (см. гл. 8.1 и 8.2). 

Метод микродиффузии. Для изолирования летучих веществ в биообъектах (например, содер- 
жимом желудка) или в пишевых продуктах, анализируемых в качестве вещестпениых локаза- 
тельств. используют метод микродиффузии, основанный па законе Рауля. В закрытой системе. 
состояшей из двух камер. происходит микродиффузия летучего токсиканта (нанричер. ацетона. 
низиих спиртов, толуола и лр.) из вытесняющей жидкости олной из камер в абсорбируюшую 
жидкость другой камеры до выравнивания лавления в системе. При этом во второй камере (с 
абсорбируюшей жидкостью) булет накапливагься извлекаемое всшество. 

Возгонка. Возгонка — процесс перевода твердого вещества в парообразное состояние. минуя 
жилкую фазу. При охлаждении наров образуются кристаллы чистого вещества. Использование 
метода ограиичено кругом веществ, способных к сублимации и твердым агрегатным состояни- 
см. Как правило. с помошью возгонки хорошо изолируются производные хинонов, нафталина, 
антрахинона. 

Простая перегонка (дистилляция). Метод используется для изолирования жидких токсичных 
всшеств из биологических жилкостей или водных растворов. Основанная на различии в темпе- 
ратуре кипения вешеств. простая персгонка позволяет вылелить нндивилуальные компоненты. 
которые различаются но температуре кипения не менее чем на 20 °С. В случае смеси веществ 
с близкой температурой кипения используют фракциониую персгонку. 

Частные случаи изолирования (изолирование мегаллических ялов) 

Оценка элементного статуса человека важна пля определения влияния на здоровье человека 
дефицита, избытка или нарушения ткаиепого перерасиределения макро- и микроэлементов. 
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Чтобы получить адекватные результаты анализа и избежать артефактов. необхолимо выбрать 
наиболее полхояяшие лля пели исследования биообъекты. Часто для определения элементов 
используют кровь. мочу, волосы. ткани органов. например костную. Концентрании элементов 
в моче и крови указывают на иславнее прямое или косвенное возлействие токсиканта, либо 
нарушение мсталолигананого гомеостаза вследствис других причии (см. гл. 8.5). Для выявле- 
ния состояния обмена элементов в организме и/или хронического токсичного возлействия 
отлельных металлов широко применяют исследоваиис волос, содержание макро- и микро- 
элементов в которых отражается элементный статус организма в пслом. Пробы волос явля- 
ются не только нитегральным показателем минерального обмена. но и належным архивным 
материалом. что при постоянном совершенствованийи аналитической базы открывает новые 
возможности при проведении судебио-медипинской экспертизы но прошествии ллительцого 
премени после отравления (возлействия). а также пля сравнительной оценки влияния лругих 
факторов. Однако в ряле случаев большое содержание соелиисний металла в моче, папример 
кадмия, является следствием его накопления в почечной ткани при хронической интоксика- 
нии. Лнагностическим тестом может служить содержание металла в конкретной форме. Так. 
уронень металлотионеин-кадмия в плазме или моче имеет горазло болынсе токсикологическос 
значенне. чем общее содержание калмия (см. гл. 8.5). Поэтому нель исслелования будет опре- 
лелять и выбор биообъскта. Изменение содержания элементов. кратковременпое по экспози- 
ций и значительное по степени отклонения элементного статуса. отражается на кониеитрации 
элементов в жидких средах организма, которые являются информативными биосредами для 
пелей как клинико-токсикологичсского, так и судебно-химического анализа. 

Сложность определения микроэлементов в биосистемах связана с чрезвычайно низкими 
кониентрациями элементов в тканях и биожидкостях при условии их постоянного присутствия 
в организме. необходимого для обеспечения жизнелеятельности. Определение собственно хи- 
мических элементов брутто проводят после полной деструкции органической матрицы. 

Пробополготовка к определению элеменгов в биообъскте состоит из 2 этапов: извлечения 
элеменгов из биологических проб путем аеструкции биомолекул и перевода их в форму, удоб- 
ную для выполнения определения. обычно в раствор. Для того чтобы правильно иптерирети - 
ровать содержание макро- и микроэлементов в биообъект и быть уверенным в корректности и 
правильпости полученных результатов. исобходимо строго выполнять определенииые требова- 
ния. Правильный отбор проб и строгое следование аналитическим мстоликам являются реша- 
ющими факторами. предотвращающими загрязнение (контаминацию) образиов при анализе. 
Биосубстриты человека, используемые для элементного анализа, и способы пробоподготовки 
образцов привелспы в табл. 5-8. 


Таблина 5-8. Биосубстраты человека. используемые для элементного амализа, и способы пробополгогов- 
ки образцов 


Матрица Типнчная пробопототовка 
Сыворотка крови и моча Растворение в леионизированной воде 
Кровь Растворение в лсиопизированиой воде и осаждение белков 


Мышечная ткань Минерализапия азотной кислотой 
Сухое озолсние 


Жировая ткань Растворенис в азотной кислоге с последующим добавлением пероксила 
водорода 
Сухое озоление 


Р Е К 
Костная ткань Растворснис в азотной кислотс 


Волосы Растворсние в азотной кислоте 
Сухое озодение 
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Сталия пробоподготовкн. которая называется минерализацией. одна из самых ответствен- 
ных. Цель минерализации — ликвидировать органнческую матрниу. не потеряв при этом онре- 
деляемые элементы. Гралиционный (сухой) способ минерализации — нрокаливание в муфель- 
ных печах (нагревание возможно до температуры 1150 С). Образец помещают в платиновый 
или керамический тигель и после озоления растворяют в кислоте (НСП. Высокая вероятность 
конгаминации стенок тигля и муфельной псчи не гарантирует получение належиых результа- 
тов лля элементов. пормальнос содержание которых составляет. например. 1955. При сухом 
озоленийи происходит потеря некоторых летучих элемситов: Не. Аз. (иногда Мп и Сг, РЬ в 
присутствии С). Озоление на возлухе или в атмосфере кислорода имеет те же недостатки и 
всегда приводит к неизбежной потере летучих олемситов. Возлействие высокой температуры, 
вызывающее деструкцию матрицы, происходит при окислигельном сплавлении, например со 
шелочами. При этом способе проба сильно загрязнена из-за большого количества шелочи. 
потому что все примеси. неизбежно содержащиеся в ней, накапливаются и в пробе. Мокрое 
озаление. наиболее распространенный способ минерализации. это обработка образца концен- 
трированными кислогами-окислителями. например азотной. серной. иногла хлюрной. Окис- 
ление азотной кислотой предпочтительнее, поскольку се можно эффсктивно очистить. Прп 
провелении мокрой минерализации потери микроэлементов снижаются. Кислогу {НМО,) ло- 
бавляют непосредственно к свежему или высмиениному образцу ткани, который затем пагрева- 
юг конвекиионно при помоши термоблока либо микроволнового поля. Для уменыиения риски 
контаминации можно использовать фторопластовые реакционные сосуды. Часто мокрую ми- 
нерализацию осушествляют в автоклаве. Мпогне неорганические материалы легко растворя- 
ются в кислогах. не пронзвойя при этом большого количества реакционных газов. Однако 
образцы, содержащие болыное количество органического вещества, образуют при разложении 
значительные объемы побочных газообразных продуктов реакции. При микроволиовом на- 
грене смесей органического материала с азоглой кислотой до температуры выше 140—160 °С 
реакции разложения становятся экзотермическими, чго приводит к увеличению давления в ав- 
токлявах и грсбуст палсжного и чувствительного контроля парамстров в процсссс разложения. 
Разложение проб в автоклаве в микроволновой псчи нмесг много преимушеств: 
количественное персведспие в раствор летучих элементов; 
наименьший уровень контаминаиии: 
высокая скорость разложения (5—15 мин без учета времени остывания); 
гомогенизация смеси (увеличивает скорость разложения): 
высокое давление ускоряет процесс разложения 
Однако такой способ имест недостатки. При слишком высокой температуре (выше 250 °С). 
неудачном выборе параметров процесса может начаться плавление фгоропластовых полимеров. 
что приведет к потере автоклавами жесткости и их разрушению. Как правило. при разложении 
органических матриц температура пе должна превъпнать 250 “С. для белковых и углеводных 
матрии лостаточно температуры 160 °С, для жиров — 180—200 °С. Способ пробоподготовки об- 
разиа в автоклаве. размешенном в микроволновой печи. являстся официально признанным и 
рекомендован в аттестованных методиках, нормативных документах и методических указаниях 
(см. электронное приложение). 

При определении макроэлементов используюг классические методы в современном авгома- 
тизированном варианте с помошью устройств, оснашенных микропроцессорами. В биомеди- 
цииских исследованиях, как правило, определяют общее количество элемента (эссенциального, 
условно эссенциального илни токсичного). содержащееся в различных биологических объектах. 
В зависимости от выбора метола измерения аналитического сигнала эффективной может быть 
пробоподготовка не только с полной, но и с частичной дсструкцией матрицы (см. гл. 6.4.2). 

Вид пробополготовки определяегся тем аналитическим метолом. с помошью которого булет 
анализироваться данный биообъект. Так. при фотоколориметрическом исследовании, осно- 
ванном на цветных реакциях. преимушественно используют минерализанию. при ГЖХ. ТСХ, 
ВЭЖХ — миперализацию с послелующим переводом в хелаты. при атомной абсорбиии — 
минерализацию. при вольтамперометрии и полярографии — минерализанию со спепиальной 
полготовкой пробы, при ИХМ не используют пробоподготовку (см. гл. 6.2). Из биологических 
жидкостей ионы многих металлов могут быть экстрагированы в виде хслатных комплексов 
ЭДТА. алкилтиокарбомагов и других хелатирующих агентов. 
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С позиций ХТА общие подходы к прсавналитической пробополготовке определяются: 
типом анализа (направленный или ненаправленный. КТА или допинг-контроль и т.д.): 
типом биологической матрицы образна (биологические жидкости, ткаин органов н др.); 
физнко-химическими свойствами анализируемых вешеств для выбора способа их изолиро- 
вания (экстракция, сорбция. перегонка с поляпым паром. листилляния. возгоика и др.): 
частыми задачами ХТА (изолирование летучих и металлических ядов. пестицидов и др.); 
техникой провеления процедуры (лиофилизация, диализ и др.). 

В практической леягельности химик-токеиколог при выборе наиболее раниональной лехни- 


ки изолирования (схемы изолирования). как правило. лолжен учитывать все 5 позиций. 


5.5. ОСОБЕННОСТИ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 
ПРИ ДИАГНОСТИКЕ ОСТРЫХ ОТРАВЛЕНИЙ 


Острые отравления развиваются в результиле однократного. реже повторного воздейсгвия 


токсичного вешества и характеризуются быстрым проявлением клинической каргины. Сим- 
птомы отравления и тяжесть течения заболевания зависят от вида. дозы токсикапта и других 
причии (см. гл. 2—4). При острых отравлениях необходимо немсаленно оказать мелицинскую 
помошь пострадавшему, начиная с догоспитального этапа и прололжая в стационаре токсико- 
логического или реапимационного профиля (см. (л. 2.5). Хронические отравления развиваются 
после многократного воздействия токсичного вещества в малой дозе. недостаточной для раз- 
вития острого процесса, но приводящей к формированию стойких патологических изменений 
в органах и системах. 


При острых отравлениях чаше всего проволят ХТА на следующие группы токсикантов или 


их отдельные представители. 


Лекарственные препараты психотропного лействия: барбитураты. бензолиазепины. феноти- 
азины, лепонекс. противосулорожные и лругис триниклические антидепрессанты, наркоти- 
ческие апалустики (опиаты и опиоилы). 

Лекарственные препараты и лругие вешества караиогоксичного действия: адрепоблокато- 
ры. антагонисты кальциевых каналов. сердечные гликозилы, антиаритмические препараты, 
клофелин. 

Лекарственные препараты и другие вещества судорожного действия: тубазид. трицикличес- 
кие антидепрессанты, 

Лекарственные препараты и другие вещества антихолинергического (холиполитического) 
асиствия: антигистаминные, прогивонаркинсонические, алкалоиды беллалонны. 

Алкоголь и суррогалы алкоголя, другис спирты: метиловый, этилеигликоль. изопропило- 
ВЫЙ. 

Органические растворители: дихлорэтан, четыреххлористый утлерол, трихлорэтилен, бензол. 
Прижигающие жидкости: кислоты. щелочи. окислители. 

Ялы метгемоглобипобразуюшсго действия: анилин, нитраты, нитриты. 

Соелинепия металлов (меди. ртути. железа. свинца и др.). мышьяка и селена. 

Ядовитые грибы. 

Оксид углсрола (11). другие газы, включая токсичные дымы. 

Газы разпражаюшего, прижигающего. удушающего лействия: хлор. аммиак. оксиды азота и 
серы. сероводорол. 

Антихолинестеразные яды: фосфорорганические инсектицилы. карбаматы, пиретронлы, 
физостиғгмин. 

Токсины (яды животного и растительного происхожления). 

Наркотики. 


В тех случаях. когда клинические проявления на ранних стадиях развития интоксикации пе 


озволяюг установить причину отравления. проводят качественные и количественные иссле- 
ования в возможно короткие сроки (максимум в тсчение 1—2 ч после поступления болытого 
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в стационар). Успех проведения ХТА при диагностике острых отравленни и в конечном счетс 
успех лечения в зпачительпой стенсии зависяг от качества и скоросги обмена информацией 
межлу клипинистом и химиком. Объем и глубина провеления ХТА в большинстве случаев 
онределястся потребностями клнницистов. Подробное изучение клинической картины отрав- 
ления, характерных симптомов отравления отдельными ялами является одним из основных 
условий адекнатного выбора методов ХТА. Поэтому химик-токсиколог должеи знать главные 
симптомы острых отравлений различными токсикантами (табл. 5-9—5-11). 


Таблица 5-9. Симптомы острых отравлений (примеры) 
Токсиканты 


Клинические проявления Симиточы 


Нарушения общего 
состояния 


Непрологические 
расстройства 


Исихинатрические 
расстройства 


Изменение кровяпого 
давление 


Изменение темнерагуры 
тела 


Нарушение частоты 
лыхания 


Расстройстна мышечного 
тонуса 


Офтальмологические 
нарунепия 


Беспокойство. возбужление 


Неподвижносль. кома 


Нарушения. зафиксированные 
на элсктреэицефалограмме 


Нарушения моторных функций 
Нарушения речи 


Нарушения двигательных 
функпий 


Психозы. 
лезюриентация, стчюр 


Гипотоння 


Гинертоння 


Гипертермия 
Гипотермия 


Депрессия 


Гиновентиаяних 


Сназм, гегануе 


Сужсниый зрачок 


Кокаин, ЛСД. стимуляторы 
центральной иернной системы 


Снотварные средства, 
органические растворители. соли 
лития 


Центральные нейролептики 


Бепзолнизепипы. алкоголь 
Алкоголь, ипркотнки 


Наркотики, бутирофеноны, 
карбамазепин, соян лития, 
этиленгликоль 


Нарко: ИКИ. симпалтомиметики. 
алкоголь 


Триниклические зипиеиресоанты 


Кортикостероилы, стимуляторы 
иенгральной нервной сиегемы 


ЛСД. амфетамины, аннитрокрезол 
Алкоголь, беизодиазенины 


Опиаты. барбитураты. 


бензолпазспнны 


Салипилалы 


Стрихнин. ботулинический гоксин 


Ониаты, ингибиторы 
холнизстеризы 
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Таблипа 5-10. Изменения цвета кожи при острой интоксикации (примеры) 


Цвет кожи Токсикант или токсический процесс 
Синюшный (цианоз) Гипоксия. мстгемоглобинемия 
Синий Амитринтилии или таблетки хларалгилрата 
Желтуха Нарушения функции печени, алкоголь, бораты, нитриты, отравления 


рыбой или грибами, металлы. растворитель 


Покраснение Оксид углерода (И) 
Потемненис (в дальнейшем Кислогы. шелочи. внутриартернальнос ввеление веществ 
некроз) 


Таблица 5-11. Цнег мочи при острой интоксикации (примеры) 


Цвет мочи Токснкант 


Красный/розовый Амницилин, анилин. некоторые ягоды. ибупрофен. свинец. ртуть, 


фенитоин. хинин. рифампинин 


Оранжевый Варфарин. рифампицин. перец 


Ржаво-коричиевый Хингамин. нигрофурантоин 


КТА проволят в следующих случаях. 

Для установления различия между опьянением и отравлением. 

Для установления информации о пациенте при отсутствии таковой (например, частота и ин- 
тенсивность потребления паркотиков. алкоголя. случаи интоксикации в прошлом и т.д.). 
При комплексных отравлениях. например наркотиком и алкоголем или метанолом и этано- 
лом и др. 

При отравлении без выраженной клинической картины, например при отравлении параце- 
тамолом. 

При судебных разбирательствах. 

По специальному запросу. 

В нзучно-исследовательских и учебных целях, при сборе статистических даиных и т.п. 
Когда метод и интенсивпость лечения зависят от коицеитрании токсикаита в организме. 
Когла прогноз лечения зависит от концентрации токсиканта в плазме крови, например при 
отравлении пестицидами (наракватом). 

При пеобходимости отличить терапевтические и токсичные концентрации вещества в орга- 
низме. 

При комплексных интоксикациях, например ингоксикациях наркотиками и этаполом. 
При токсикологическом мониторинге. 

При отсутствии утвержденного метода количественного опредсления. например при иссле- 
довании отравлений растительными сборами. 


Объектами КТА при острых отравлениях обычно являются кровь. сыворотка или плазма. 


моча, содержимое желудка. слюна. Кровь. сыворотку или плазму в количестве до 10 мл обычно 
отбирают при поступлении больного. В большинстве случаев обычный отбор мочи затруднен, 
поэтому проводят категеризацию и отбирают мочу в количестве до 50 мл. В солержимом же- 
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лудка обычно находится действуюшес вешесгво в высокой копцентрации. поэтому собирают 
промывные волы. Слюну отбирают в пробирки. 

При экспресс-диагностике острых отравлений применяют различные методы. 

Иммунохроматографические и иммуюферментные (см. гл. 6.2). 

е Ферментативныс: 
— определение активности алкогольдегидрогеназы но скорости окисления этанола до ацет- 
альлегила (см. гл. 8.1); 

— определснис активности ацетилхолиностеразы (см. гл. 8.4) и яр. 

• Спектофогомегрическос определение общей концентрапин псптопов, низкомолскулярных 
белков. 
• Цветные реакции пепосрелствеино с биообъектами: 

— определение фенотиазинов в моче по реакнии с ЕР№-рсактивом [хлорид железа (Ш) в 

смеси перхлориой и азотистой кислотами]; 

— опрелелепие салипилатов, нараквага, пманидов и других токсикантов в моче: 

— опрелсление оксида углерода (П) в цельной крови. 

• Биохимические: 

— определение глюкозы в плазме крови; 

— определение кетонов в моче. 

Особенности КТА. При провелении КТА используют (см. гл. 6) хроматографические (ТСХ, 
ГХ. ВЭЖХ). спектральные (УФ-спектрометрия. флюоресиениия). комбинированные (ГХ-МС. 
ВЭЖХ-МС) метолы исслелования. Анализ элементного статуса при полозрепии на отравление 
металлами проводят в зависимости от показаний методами атомно-абсорбиионной спектро- 
мегрии (ААС). АЭС-ИСП или методом индуктивно-связанной плазмы с масс-спектральпым 
летектированием — ИСП-МС (ем. тл. би 8.5). ТСХ используют главным образом при исслело- 
вании мочи и содержимого желулка (см. гл. 6). Из-за недостатка времени обычно применяют 
ограниченное количество хроматографических систем и способ послеловагельной обработки 
пластип различными проявлякацими реакгивами, используя экспертные системы для ТСХ — 
ТОКСИЛАБ или па основе оборудования фирмы САМАС (Нидерланлы). 

Анализ спиртов и суррогатов. легучих ялов и газов проводят методом ГЖХ на капиялярных 
колонках с пламенно-ионизационным детектором илн катарометром. 

Анализ лекарственпых препаратов и наркотиков проводят методом ГЖХ на капиллярных 
колонках с иламенно-ионизационным или азотно-фосфорным детектором. 

Анализ пестицидов проводят методом ГЖХ на капиллярных колонках с электроно-захват- 
ным и/или азотно-фосфорный детектором. 

В клинических лабораториях широко используют метод ВЭЖХ и экспертные системы, обес- 
печивающие провеление исслелований биообразцов на нескольких колонках с последующим 
летектированием в УФ- и видимой части спектра н позволяющие на основе сопоставления 
времени улерживания и характеристик поглошения света с банком ланных по токсикологи- 
чески значимым веществам в автоматическом режиме идентифицировать и количественно оп- 
релелять до иескольких сотен вешеств н их метаболитов. Примером такой системы является 
комплекс КЕМЕП (ВЮ-КАО. Мип:сћ. Германия). см. электронное приложение. 


5.6. ОСОБЕННОСТИ ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 
ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ НАРКОТИКОВ 


Особенности анализа биообъектов на наличие наркотиков у живых лиц 

Опрелелсние наркотических. психотропных и сильнодействующих веществ в биологических 
пробах проводят с целью установления факта их употребления (см. засктронное приложение). 
Быстро меняющаяся ситуация в области нелегального оборота наркотиков привела к резкому 
увеличению числа исследований наркотических и одурмапивающих веществ, выполиясмых в 
послелние голы химико-токсикологичсскими лабораториями (см. гл. 7). 

Для определения наркотических и психотропных веществ чаше всего используется мочя, 
как изиболее информативный биообъект исследования. Образец мочи обычно может быть по- 
лучен в достаточном количестве. а кониентрания психоактивных везнеств или их метаболитов 
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в нем, как правило. относительно высокая. К недостаткам этого биообъскта следуст отиссти 
возможность фальсификации образпа. Наиболсе типичные способы фальсификации перечис- 
лены выше (см. гл. 5.2). Для установления факта употребления наркотика, спустя недели или 
месяцы. следует провести исследование волос и ногтей (см. ниже). В табл. 5-12 принедены 
лаиныес зитературы о времени возможного выявления часто используемых наркотических и 
психотропных вешеств и некоторых их метаболитов в моче. 


Таблица 5-12. Время возможного выявления часто используемых наркотических и психотропных вешеств 
и нскоторых их метаболитов в моче 


Время возможного 


Ерте выявления 
Пснхостнмуляторы: 
амфстамин 2—3 суг 
МДМА (экстази) 30—48 ч 
метамфетамин (первнтин) 48 ч 
кокяин 6—8 ч 
метаболит кокаина бензоилэкгонии 2—3 сут 
Барӧнтураты: 
кратковременного действия (пиклобарбитал ) 24 ч 
срелнего действия (пентобарбитал) 48—72 ч 
длительного лействия (фенобарбитал) 7 сут 
Пронзволные бензолиззепниз: 
кратковремсниого действия (триазолам) 24 ч 
среднего действия (темазспам. хлорлназспоксид) 40—80 ч 
длительного действия (дмазспам, нитразепам) 7 сут 
Опнаты: 
метадон (дозы лля поддерживающего лечения) 7—9 сут 
кодеин/морфип 24 ч 
морфина гаюкуронид 48 ч 
коденна глюкуронид З сут 
пропоксифен/норпропокенфен 6—48 ч 
дигидрокодени 24 ч 
Супрепорфин 48—56 ч 
соединения бупрепорфина 7 сут 
Каннабинонлы (марихуана, гашнш): 
однократиюе употребление 3 сут 
употребление со срелней частотой 4 сут 
частое употребление (ежелневное) 10 сут 
длительное частое употребление 36 сут 
Другие: 
метаквалон 7 сут 
фенцнклидин (РСР) 8 сут 
диэтиламид лизергиновой кислоты (ЛСД) 24 ч 


клофелин (олиократное терапевтическое употреблсиис) ' 48—60 ч 
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Подавляющее большинство химнко-токсикологических исслелований на наличие наркоти - 
ков у жиных лиц носит ненаправаенный характер (см.гл.5.1). з ностувающей сопроволизтель- 
ной ипформации извссгны, как прапнло. две позинин: выявлены (ие выявлены) наркологом 
клинические признаки наркотического опьянения; какое срелство (или онисапие его виешиего 
вида) было изъято. если этот факт имел место. Направленность исследования имеет крайне 
важное значение. так как опрелепение некоторых веществ не уклалывастся в общепринятые 
схемы ХТА. и сленует применить частные метолики обпаруження отдельных веисств с исполь- 
зованием специального оборулования (см. гл. 7). В соответствии с требованиями палежпости. 
достоверности и локазательности результатов анализов, а также рекоменлапиями ВОЗ и об- 
шепринятыми мировыми сгандартами, лабораторное исследование из наличие паркотических 
веществ должно состоять из лвух этапов: предварительного (скринингового) и подтвержлаю- 
щего. 

Согласно межлупаролным правилам. которые приняты в РФ в мас 2006 гола, методы оире- 
деления наркотиков разлеляют на 3 категории (табл. 5-13) 


Таблица 5-13. Межлунаролная классификация метопов определения наркотнков 


Категорня А Категория Б Категория В 
Мвасс-спектромстрия Тоикослойная хромагография Цветные тесты 
ИК-слектрометрия Микрокристаллоскопические тесты Иммунохимические методы 
Спектромстрня ялерного Газовая хроматография Опрелеление точки плавления 
магнитного резонанса Жилкостная хроматография УФ -спектроскопия 

Спектрометрия ионной Измерение филюоресцениин 
подвижности 


Каинллярный электрофорез 
Только для конопли: 
фармакогностическое макро- н 
микроисслелование 


Предлагаются слслуюшис варианты их использования: 

» А (А или В, или С); 
• В+В+ (Вили С). 

Комбинированные метолы (ГХ-МС) рассматриваются как два разлельных метола. 

В настояшее иремя наибольшее распространение в ХТА наркотических и психотропных ве- 
шеств при скрининговых исслеловзниях получили иммунохроматографический анализ (ИХА) 
на тест-полосках, ПФИА и ИФА. Современные ИХМ отличаются высокой чувствительностью. 
простотой и экспрессностью исполнения. одновременно позволяют анализировать большое 
число проб, не требуя дополнительной или специальной их очистки или концентрирования 
и поэтому удобны лля скрининг-диагностики (см. гл. 6.2). При полученни положительно- 
го результата, т.е. когда концентрация веществи превышаст пороговую. необходимо провести 
лальнейшее исследование образца мочи полтверждаюшими альтернативными методами. При 
отрицательном результате провелепия зальнейшего исслелования не требуется. 

В лабораториях применяют различные комбинации методов категории А. В. С. Все пробы, 
поступающие в лаборагорию. подвергаются обязательному предварительному иммунохимичес- 
кому исслелованию на наличие трех осиовпых групп иаркотических вешеств: опиатов и ам- 
фетаминов с использованием соответствующих наборов реагентов для ПФИА. каннабинонлов 
методом ИХА на тест-полосках и ПФИА. В случае, когла наркологом выявлена клиническая 
картина наркотического оньянення, но по результатам предварительных исследований опиатов, 
амфстаминов и каннабиноилов в образце мочи не обнаружено, данный образец направляется 
на дополнительное расширенное иммунохимическое исслелование на наличис бензодиазспи- 
нов, барбитуратов. метадона, кокаина (по бензоилэкгонину). фенпиклилина с дальнейшим 
полтвсржлающим анализом методом ГХ-МС. При направленном исслеловании образцов мочи 
на наличие триметилфентанила и клофелина в лаборатории используется ИФА с соответству- 
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ющими наборами реагентов. Данные вешестна применяются в крайис малых дозах, поэгому их 
определение возможно лишь при использованни высокочувствительного тетерогенного метода 
ИФА(см. тл. 6.2). Так. при приеме обычной разовой терапевтической лозы клофелина (60—120 
мкг) он обнаруживается с помошью ИФА лаже спустя 48—60 ч. 

Метол ТСХ является условно полтверждающим только при совпапении с результатами им- 
мунохимических исследований. Иногла лля получения постоверного результата используется 
три метода исследования (ло 5% всех проб), что приводит к увеличению срока выдачи ре- 
зультатов на 1—2 дня. Например, если при ТСХ не удалось нацежно илентифицировать. то 
или иное вещество (в бозышинстве случаев это огносится к слеловым количествам веществ}, 
го проба направляется дополнительно на анализ методом ГХ-МС. ГХ-МС является основ- 
ным подтверждающим методом химико-токсикологического исследования. Ои незамепим при 
идентификации слсдовых количеств наркотиков. а также для вешеств, апализ которых други- 
ми подтверждающими методами невозможен или крайне затрулнителсн. Это особенно важно 
при обнаружении каннабиноилов. беизоил- и мстилэкгонина (метаболитов кокаина). 6-МАМ 
(мстаболита героина). фенииклилина. триметилфентанила, буторфанола (стадола). лекстроме- 
торфана, локсиламина (лонормила), кстамина, фармакологически активных пишевых лобавок 
и др. (ем. гл. 7). 

Метод ГХ является подтнерждающим для ограниченного числа наркотических и психотроп- 
ных веществ. В частности, при серийных анализах он используется для полтвержления основ- 
ного метаболита марихуаны в моче — 4-тетригилрокаинабиноловой кислоты. Парофазный 
метод ГХ применяется при обнаружении и количественном опрелелении летучих токсичных 
вешеств в моче и крови токсикоманов после одурманивания органическими растворителями, 
клеем «Момент» и др. При этом наиболее часто обнаруживаются толуол, анетон, этилацетат. 

Большой трудностью при выполнении химико-токсикологических исследований является 
отсутствие необходимых станлартов паркогических веществ. Отечественная промышленность 
такой вид продукции ие выпускаст, заказ по зарубежным химическим каталогам невозможен в 
нашей стране из-за запретов ПККН. На сегодняшний лень в качестве станлартов наркотических 
вешеств официально можно использовать: наборы калибраторов и «контролей» наркотических 
всшеств с низкими концентрациями в моче фирмы «АБрой» и «Магіап»; микродиски для ТСХ 
с нанесенными веществами в микрограммовых количествах фирмы «\Уапап»; экстракты мочи 
наркоманов. охарактеризованные методом ГХ-МС. При анализе методом ГХ-МС используют- 
ся также библиотечные данные характерных масс-спектров паркотических веществ. Сложность 
интерпретации полученных результатов исследований связана со следующими моментами: 

• об упогреблении того или иного вешества свидетельствует присулствие его метаболитов. 
однако они могут быть одинаковыми у разных веществ: 

• отрицательный результат можст быть следствием позднего срока взятия пробы после приема 
наркотика; 

• пороговая чувствительность метода исслелования может превышать порог возможного вы- 

явления (сш-ой) вещества (табл. 5-14); 

состав пробы может быть измеисн. фальсифицирован при заборе; 

иногла трулно (требуются дополнительные исследования) отличить запрещенные соелинс- 

ния и разрешенные лекарственные срелства из-за схожести их структуры. 

Ввиду высокой чувствительиости ИХМ слслуст осторожно полхолить к оненке и иптерпре- 
таним полученных результатов при анализе образиов с крайне малым солержанием наркоти- 
ческих вешеств и возможным влиянием пищевых лобавок и общедоступных распрострапенных 
«безобидных» лекарств. Наиболее проблематичная группа веществ в отношснии корректной 
трактовки результатов — опиаты. Так, например. при умеренном (обычном) употреблении 
конлитерских и хлебобулочных изделий с маком ИХМ (особсино ИХА и ИФА) лают положи- 
тельный результат на опиаты в образце мочи. собранной спустя 1—8 ч после употребления. 
При анализе метолом ГХ-МС при этом обнаруживаегся морфин в следовых количествах. 

При оценке результатов анализа опиатов исобходимо лифферениировать лекарственное 
потребление кодеина и нелегальный прием опнатных наркотиков. Очень важно, что после 
употребления кодеина. который входит в состав многочисленных противокашлсвых нскарс- 
твснных пренаратов. одним из его мегаболитов является морфин (морфин своболный — 1%, 
морфина 3-глюкуронид — 5—13%). Несмотря на то что однозначные критерии лифференци- 
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Таблица 5-14. Пороги обнаружения (сщ-оїћ) (в н!/мл) наркотических и неихотроиных веществ в моче, 
рекомсидрванные зз рубежом 


Вещество или группа США | ЕС Великобритания 
оре дати их гх-мс ИХ гх-мс ИХ гх-мс 
Амфстамины 0 300 300 
амфетамин 1000 200 1000 200 1000 200 
метамфетамин 500 500 50 200 500 200 
МДМА (экстази) 500 500 200 500 200 
Опнагы 2000 300 300 
морфин 2000 2000) 300 200) 300 300 
кодеин 200 20% 300 200 300 300 
6- МАМ 10 іо 10 
Каинабиноилы 50 15 50 15 50 15 
(ТГК-СООН) 
Кокаин 300 150 300 150 300 150 
(бензоилэкгонии) 
Металон 300 300 300 300 300 300 
Фенниклидин 25 25 25 25 
Барбитураты 300) 200 300 20 300 20 
фенобарбитал 200° 
амобаронтал 20 
секобарбитал 200° 
Бензолиазепины 30 200 300 20 300 РТА] 
норлиззепам 100 
оксазенам 200* 
темазепам а)" 
Гидроксиальпрозалам 100 


* Использустся также порог 100 н ХЮ нг/мл. 


рования отсутствуют, наиболее вероятна следующая оценка результатов: при обнаружении ме- 
толом ГХ-МС пезначительного количества морфина (менсе 30 нг/мл) на фоне средистерапев- 
гичсских концентраций кодсина результаты анализа свидетельствуют об обиаруженин только 
кодеина(см. гл. 7 и электронное приложение} 

Еще олин важный пример: при однократном приеме 1 мл валокордипа (содержащего 20 мг 
фенобарбитала) возможен положительный результат определения барбитуратов ИХМ даже че- 
рез 4—7 дней после употребяения лекарства. 

Ограничения па применение мочи и крови в качестве объектов исследования на присутс- 
твис физиологически активных веществ в организме человека: 

• быстрое разложение, как самих образцов, так и исследуемых вешеств. чго обусловливает 
необхоцимость провеления исследований в возможно короткие сроки после их отбора: 
• сложности в интерпретации результатов при обнаружении вешссгв в количествах. близких 

к прелелу их обнаружения: 

ә узкий временной интервал. в течение которого возможно обнаружение вещества: 
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• высокая вероятность ложноположительного результата в случае случайного или прелумыш- 
ленного загрязнения образна. 

Альтернативными объектами лля определения наркотиков являются волосы. ногти и пото- 
жировые вылеления кожи (см. электронное приложение). 

Необходимо проволить раздельное определение веғисств. алсорбированных поверхностью этих 
объектов. и вешсств. находящихся іп уіуо. В случае обнаружения наркотиков на поверхиости ис- 
следусмых объектов следует провести пропелуру отмывки с обязалельным контролем чистоты. 
Например, после употребления наркотиков их кониентрация на поверхности кожи, волос и ногтей 
обычно составляст 10° — 107 г, а после отмывки поверхностных загрязнений — 10 — 10-1 г. 

Прелложсны (Симонов Е.А. и др.. 2000) следующая схема пробополготовки образцов кожи, 
волос и ногтей и методы определения в них наркотиков (рис. 5-2). 


Поверхность Внутренние области 
кожи, ногтей, волос ногтей и волос 


Очистка поверхности 
волос и ногтей от 
внешних загрязнений 


Экстракция | 


2 к и компонентов, о є х 9 У 
Ы с способных мешать © > 
= = 51 ЗЕЕ дальнейшему анализу № 388 Т: 
| В 5 Ё 55 > = В В| |< Е 
ЕЕ [25 | БЕ 255 358 : Б 
Е сЕХО $ 3 хс = 
3 28| 5258 | во В 
Е ин 8 с 8 К л Ў „ 
` Газовая Газовая 
хроматография, хроматография, 
масс-спектрометрия масс-спектрометрия 


Рис. 5-2. Схема определения наркотиков в образцах кожи, волос и погтей. 


Особенности анализа объектов небиологического происхождения на наличие наркотиков 

Разнообразие вилов и форм контролируемых веществ (см. Перечень ИККН, гл. 1.5). а также 
лействия их производителей (противозаконного рола леятельность), направленные на маски- 
ровку и сокрытие своей продукции. обусловливают специфические аспекты криминалистичес- 
кого анализа. 

Для отнесения того или иного объекта к какому-либо виду наркотиков с целью установле- 
ния мер контроля нал его оборотом требуегся провелсние исслелований этого объекта несколь- 
кими независимыми метолами. По сложившейся межлунаролной и отечественной практике во 
многих случаях достаточно 2—3 методов. Иногда при анализе сложных смесей число методов 
значительно увеличивается. 

В соответствии с Постановлением Верховного суда Российской Федерации № 9 от 27.05.98 
аля определения вида срелств и вешеств (наркогическое. психотропное. сильнолействуюшсе 
или яловитое). их названий и свойств, происхождения, способа изготовления или переработки. 
а также для установления приналлежности растсний к культурам, солержащим наркотические 
нешества. требуются специальные познания; сулы ири рассмотрении дел ланной катсгории 
должны располагать соответствуюшими экспертными заключениями, полученными в соот- 
ветствии с методиками, утвержденными ПККН (см. электронное приложение). 

Применяемые экспертами методы исследования делятся на предварительные и подтвержда- 
ющие (см. табл. 5-13). 

К предварительным методам исследования наркотиков относятся капельный химический 
анализ. различные виды иммунохимических мегодов, измерение точки плавления или кипс- 
ния, УФ-спектромстрия и различные методы измерения флюоресиенции. 
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Значительно более информативнымн считаются ТСХ, ГХ или ВЭЖХ. спектрометрия ион- 
ной мобильности. микрокристаллоскопические тесты. а для растительных наркотиков. напрн- 
мер конопли, макро- и микроскопия. 

Метолы масс-спектрометрни. ИК-спектромегрии и спектрометрии ялерного магнитного 
резонанса дают информацию о структуре нсслелуемого вещества и являются арбитражными 
лля перечисленных выше. В случае недоступности методов структурного анализа использую! 
комбинацию как минимум грех методов. Нанример. для отнесения порошка неизвесгного про- 
исхождения к наркотическому средству героину достаточно подвергнуть порошок капсльпому 
химическому анализу с помощью селективных реактивов. используемых по соответст вукиней 
схеме. и метолом хромато-масс-спектромезрин. В тоже время для отнесения растительного ма- 
тернала к наркотическим средствам. получаемым из коноили. достаточно (но не всегла). при- 
мени капельные химические тесты па эти наркотики. ТХС и пронссти фармакогностическое 
микро- и макроскопическое определение. При этом эксперт всегда должен помнить о том. что 
коноплю наркомапы часто используют в качестве посителя для более тяжелых наркотиков: 
мпогочисленных произвояных фенилалкиламинов. ЛСД. фенциклизина (см. гл. 7.1). 

Перед экспертом после отнесения им того или иного образиз нешества. изъятого из пеза- 
конного оборота. к наркотическим средствам или исихотропиым вешествам, обычно встают 
следующие вопросы: составлял ли рансс этот образец елиную массу с другими образцами. 
нзъятыми у данного субъекта? существует ли связь межлу этими образцами н каким-либо ус- 
тановлениым лилером? если такая связь сушествует, то какую полезную информацию можно 
получить о цепи распространсния наркотика на местном. региональпом или межлунаролпом 
уровпе? кустарного или заводского произволства ланиые образцы? возможно ли установить 
источник, в том числе регион, производства наркотика? какие методы применялись для его 
производства? какие реактивы и прекурсоры при этом использовались? 

Для решения этих вопросов эксиерг на основе исследования ирелоставлениых образнов 
паркотнка должен: 
® установить специфические связи между образцами наркотика и сравнить их с резулызтами 

иселсловапий поступашних рансе образцов; 

® классифицировать результаты на связанные между собой группы. принимая во впимапие 
всю совокунносль образцов, имеющихся в сго распоряженни. 

Осповной объем незаконного оборота наркотиков составляют наркотикн растительного 
происхождения. получаемые из мака снотворного. копопли. эфедры и кокаинового куста. Ни- 
рялу с характерными особсиностямн. присушими раститсльному сырью. наркотичеекие средс- 
тва. произведенные в гсографической близости друг от лруга. будут иметь близкий состав. 

Любой наркотик растительного происхожления. изымаемый из исзаконного оборота, яв- 
ляется смесью вешеств, и крайне редко встречаются образцы высокоочищенных наркотиков. 
При этом качественный и количественный состав получаемых пролуктов непостоянен и, более 
того. изменяется по мере продвижепия его ог производителя к потребителю. Все вещества, 
вхоляшие в состав наркотика, лелятся на четыре основные группы: 

• природные компоненты, присутствующие в растительном сырье, например в опин или лис- 
тьях коки, используемом лля получения героина или кокаина и перешедшие из него в ко- 
псчный пролукт: 

» полупродукты, образующиеся на различных этапах производства и хзрактеризующие это 
произволство: 

• компоненты, добавленные с различными пелями в паркотнк на пути от произволителя к 
потребителю: 

• компоненты. попавшие в наркотик случайно илн образовавшиеся в нем при транспортиров- 
ке. хранении и других операциях. 

Обризцы олного и того же наркотика. полученного по олной и той же технологии. имеют 
один и тот же качествеиный химический состав. за исключеиисм веществ. лобавлясмых на раз- 
личных этапах цепи распространения. Их количественный сосгав (соотношения компонентов) 
часто различается. что обусловлено специфическими особенпостямн исходного сырья. мето- 
лами получения или производства. условиями распространения и хранения. Схожие проблемы 
появляются при исследонании синтетических наркотиков. 


Методология химико-токсикологического анализа 249 


Эксиерт лолжен решать многие задачи. от установления связей между наркоторговием и 
конкретным потребителем наркотика до выявления цепи раснространигелси и определения 
географического региона, в котором наркотик был произведен. 

Состав наркотиков в значительной степени зависит от метода произволства и способа даль- 
нейшей их транспортировки к месту продажи. На каждом из этапов наркотрафика в наркогик 
добавляются различные компоненты. Это создает ситуанию, когда партия, получениая в олпой 
подпольной лаборатории. может распространяться через разные сети и, следовательно. может 
иметь различный химический состав. С другой стороны. конкретный распространитель (как 
правило) добавляет в наркотики, полученные от разных производителей, одни и те же компо- 
ненты (см. электронное приложение). 

При хранении наркотиков растительного происхожления изменяется их качественный и 
количественный состав. что необходимо учитывать при проведении сравнительных исслело- 
ваний. Например. при хранении марихуаны и гашиша происходит взаимоиревращение канна- 
биноидов, в образцах героина — окисление аскорбиновой кислоты, которой его часто разбав- 
ляют. при повышенной влажности и температуре частично разлагаются наркотики, имеющие 
сложноэфирные группировки, нанример героин и кокаин. 

Таким образом, цель углубленного н расширенного исследования наркотиков — выявить 
кримнналистически значимые признаки в конкрегных образцах наркотика, исходя из всей 
совокупности возможного изменения их качественного и количественного состава. Много- 
образие таких признаков требует провеления значительно большего объема исслелований по 
сравнению с другими криминалистическими экспергизами. 

Отличительной особенностью методов. применяемых при углубленных исслелованиях нар- 
котиков. является необходимость выявления и идентификации близких по своим химическим 
свойствим компонснтов, солержашихся в исслелуемом продукте. на уровне ниже 0.1—0.001%, 
по сравнению с лействуюшим началом. Например, в опни на указанном уровне концентраций 
содержится несколько десятков алкалоилов. которые могут в зависимости ог условий выделе- 
ния частичпо или полностью в неизменном виде или частично измененными переходить в ге- 
роин. Аналогичная сигуация характерна для лругих наркотиков растительного происхождения. 
Лля определения подобных природных компонентов. персхоляних в консчный продукт (нар- 
котик), требуется нспользование комплекса физических. физико-химических и биологических 
методов (см. табл. 5-13). Следует устаповить: 

• внешний вид наркотика: цвет, запах, консистенция, способ сто упаковки; 

» химический состав основных действующих компонентов паркотического средства. а также 
промежуточных и побочных компонентов их биосинтеза. зависящий от климатических ус- 
ловий созревания растительного сырья: влажности. температуры. продолжительности сол- 
нечного дня. характера почвы, высоты нал поверхностью моря. фазы встетации в период 
сбора сырья и других факторов: 

» химический состав специфических компонентов наркотического средства, образующихся в 
процессе характерного для каждого региона способа производства, обусловленного услови- 
ями экстракции, интенсивностью обработки кислотами и щелочами. воздействием темпе- 
ратуры. степенью и способом очистки конечного продукта и прочими факторами: 

е состав компонентов. лобавленных к наркотику или привнесенных в него извне перед нрола- 
жей или употреблением: различные сахара. лекарственные вещества, другие наркотики или 
пестициды; 

е наличие в конечном продукте спенифической микрофлоры, насекомых. пыльцы растений 
или посторонних, не свойствсиных данному паркотику иримссей. 

Классификация аналитических методов базируется на иринцинах обязательного получения 
полной информации о структуре анализируемого вешества с помошью комплекса методов и 
рекоменлована вслушими экспертными подразделения США, Великобритании, Японии, Гер- 
манни и ряда других стран, а также группой экспертов ООН. 
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5.7. ОСОБЕННОСТИ ИНТЕРПРЕТАЦИИ РЕЗУЛЬТАТОВ 
ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 


Достоверное кояичсствспное определение токсикантов в крови, печени, содержимом жс- 
лудка или других бнообъсктах являстся надежной основной для интерирстании полученных 
результатов. Токсичные и лстальпые дозы известны лля многих соединений и отражены в раз- 
личных справочных материалах (см. электропное приложение). 

По объективным причниам в каждом конкретном случае невозможно и нет необходимости 
определять (тестировать) все токенчные вещества. Существусг много факторон, которые исоб- 
ходимо прииять во внимание, прежде чем опрелелить вид ХТА (СХА, КТА направленный или 
ненаправленный и т.д.), способы пробополготовки или методы количественного определения. 
При эгом значимость мелико-правоной классификации смерти (ушерба злоровью) и правильшо- 
го отбора образцов всегла остается приоритетной. В отношении других факторов — наркотрафи- 
ка употребленных наркотических средств. результатов лабораторного исслеловапия образцов 
небиологического пронсхождения и т.п. — должно быть установлено их влияние на факт смер- 
ти (ушерба здоровью). Следует иметь в вилу. что опрелеление на соответствие употреблепия 
терапевтических доз лекарственных препаратов, предписанных врачом и обизруженных при 
исследовании биологических образиов, должно быть проведено обяззтельпо, лаже если пскры- 
тие устаповило совсем другую иричипу смерти. Так. в случае апоплексического удара патоло- 
гоанатом (танатолог) может потребовать провести скрининг на присутствие противоэпилепти- 
ческих средств. чтобы определить, было ли иснользовано такое меликаментозное лечение. То 
же самое справедливо в отношении теофиллина при смерти больного бронхиальной астмой. 
Некоторым лицам, пытавшимся покончить жизнь самоубийством, могли быть прописаны для 
сиятия депрсесии или лечения лругих заболеваний торапевтические дозы соответствующих 
лекарств. Количественное оирслелсние этих препаратов в биообъсктах булег показывать сиязь 
«состояние пациента — использованная доза вещества». В судебной токсвкологии отрицатель- 
ный лабораторный результат имест не мевьшую значимость. чем положительный. 

Часто природа подозреваемых токсикцитов неизвестна (-общее неизвестное»). В этом слу- 
чае для правильного заключения требуется анализ наибольшего количества биообъектов всеми 
доступными физико-химическими метолами. Первым нагом является анализ на летучие ток- 
сиканты, а затем лекарственный скрининг. который позволит отсеять многие лекарственные 
срелсгва в качестве полозреваемых. Когда большинсгво потенциальных подозреваемых среде 
удалены из сферы интересов аналитика, проводится лабораторное тестирование на лругие (эк- 
зстические) лекарственные средства и яды. При интерпретации ланных ХТА исобхолимо учи- 
тывать мпогие факторы, имеюшне зизчение лля корректной оценки результатов. Это касается 
прежде всего сулебно-химического (особенно ири работе с трупным материалом) и клинико- 
токсикологического анализз. когда необходимо учитывать принятую дозу. способ и частоту 
введения, толерантность к лейстаню токсичных венсств. премя. прошедшее с момента отрав- 
ления. особенности тканевого распределения токсичных вещести. что важио для правильного 
определения места отбора пробы. 

Аналитик-токсиколог должен различить случаи хронического использования высоких лоз 
токсичного вещества (лскарствсиного средства} и острое отравление при нерслознровкс. Ре- 
шение о причине смерти не можег быть сделано только на основании данных о концентрации 
токсичного вещества в крови. Равные концетзраиии токсичиых ношеств в печени и крови 
(при анализе образна печени) будут свидетсльствовать о хроническом использовании высоких 
доз. В случае острого отравления концентрация яла в печени будет значительно превышать 
копиентранию в крови. Случаи хронического и острого отравления можно различить, если 
сопоставить концентрации токсичного сосдинения и его метаболитов в крови. Как правило, 
более высокая кониентрания метаболита в крови свидетельствует о хроническом применении, 
а значительное превышение копцентраини юксиканта над концентрацией метаболита — об 
остром отравленин. 

Знание формы токсичного соединения и способа его ввеления в организм также имеет зпа- 
чение, во-первых. лля определения макснмальной концентрации токсиканта и времени. за ко- 
торое эта концентрация постигиута, а во-вторых. лля правильной иитерпретации результатоя, 
полученных при анализе образпов различных органов. 
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Внутривенное ввеление и ингаляния первоначально лают болес высокую конпентрапцию ток- 
сичного сосдипепия в крови, в то время как оральное, внутримышсчное и полкожное введение 
вслелствис медленного всасывания — более низкую коннентранию. Встречаются случаи, когза 
способ введения не объясняет зависимость концентрации от сиособа поступления токсиканта 
в организм. Так, при внутривенном ввелепии или ингаляции (что приводит к более высокой 
кониеитрации токсиканти в крови. легких. мозге и даже почках) в печени обнаруживается бо- 
лее низкая коицентрания токсичного соелинення, чем при оральном введенни. 

Высокая концеитраиия токсичных соелинений в желудке булет указывать на оральный 
путь введення. хотя необходимо предусматривать и другие пути попадания его в желудок. Для 
оцеики быстровсасывающихся токсичных соединений необхолимо знать их концентрации в 
крови и печени. Следуст учитывать, что кровь продолжает пиркулировать обычно в течение 
нескольких минут после остановки дыхания, поэтому концентрация токсичиых веществ при 
внутривенном ввелснии будет меныне, чем при оральном введении такой же позы. При ораль- 
ном присмс большой лозы ночти всегла концентрация токсикзига в печени более чем в 3 раза 
превышает таковую в крови. в то время как кониентрации его после внутривенного введения 
почти равны. При ингаляции коннентрация токсичного вешества в тканях такая же. как после 
внутривенпого введения. возможно. болес высокая она в легких. Другис типы ведения изуче- 
ны нелостаточно, чтобы их сравнивать. 

Высокая концентрация токсичных веществ в крови на раннем этапе после внутривенного и 
орального введения булет соответствовать более высокой кониситрапии в легких и печени. в то 
время как в период выведения концентрации в желчи и моче будут более высокими по срав- 
нению с концентрацией в крови. В то же время кониентрания метаболитов может быть выше 
концентрации исходного соединения почти во всех тканях. что особенно важно в отношении 
метаболитов, обладлаюших фармакологической активностью. 

Если известно или прелиолагается. что смерть наступила в результате отравления лекарс- 
твенным веществом после олноразового присма, то можно оценить интервал межлу ввсле- 
нием и смертью на основе определения кониентрации токсиканта в тканях. Например, в 245 
исследованных случаях смерти, вызванной барбитуратами. кониеитрация в исчени обычно в 
3 раза превышала таковую в крови. если время между приемом и смертью составляло более 
5 ч. Определено, что концеитраиия морфина в крови в случае виедения смертельной дозы ге- 
ронна обратно пропорииональна времени в случаях. если жертва отравления живет более 24 ч. 
Токсичные вещества основного характера дают относительно низкие концентрации в крови и 
соотношение коипентрации в печени и крови часто превышает 10. Сослинения кислотного ха- 
рактера дают умеренно высокие кониентранин в крови. и отношение коннентрании токсикаи- 
та в печени к концентрации в крови составляет 2—5. Для нейтральных соелинений характерны 
очень высокая концентрация в крови и почти одинаковое распределение в других тканях. 

Если моча недоступна для тестирования, то она может быть заменена экстрактом или филь- 
тратом содержимого желулка. Лекарственный скрининг солержимого желулка нелосгаточен. 
чтобы определить всс потенииальные токсиканты. Напрнмер. лекарственные (наркотические) 
средства. обычно применяемые внугривенно. при курении или ингиляционно. не могут про- 
никнуть в желудок в детектируемых количествах, поэтому их обнаружение проподяг ИХМ в 
крови или плазме. 

Токсичные вешества, принятые за несколько часов ло смерти, не всегда сохраняются в 
желудке. Некоторыс вещества осповного характера носле всасывания в кровь булут лиффунди- 
ровать обрагно в желудок и находиться там в ионизированном состоянии из-за кислой рсак- 
ини среды. Результирующая концентрация токсикапта в содержимом желудка будег частично 
опредслягъся зцачением рК, и кониеиграцией этого вешества в крови. Результаты скрининга 
содержимого желудка должны быть сопоставлены с данными ИХМ, полученными ири иссле- 
ловании плазмы крови и стекловидного тела. или скрининга веществ основного характера в 
крови методом ГЖХ с азотно-фосфорным детектором. 

Вместо скрининга мочи проводят но определенной схеме исслелование содержимого желуд- 
ка, крови или гомогенатов тканей в тех случаях, когда кровь недоступна для анализа. 

МХМ можно применять пля анализа негемолизированной и гемолизированной плазмы, по- 
смертной исльной крови или стекловидного тесла. Если результат ИХМ неудовлетворительный. 
то образен ралбавляют равным объемом необхолимого буфера. что бываст лостаточно. чтобы 
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сделагь образси аналитически доступным. При необходимости скрининг крови может быть 

осуществлен с помощью спектрофотометрии. причем гемоглобин и другие белки необходимо 

сначала осалить ацетоном, метанолом или ацетонитрилом. После такой обработки палосалоч- 
пая жилкость может быть иссдсдована с помошью соотвстетвующих калибраторов. 

Применительно к образцам крови, плазмы, стекловидного тела ИХМ должны быть калиб- 
рованы но пизкой пороговой чувствительности. которые используются адя скрининга мочи. 
Сшщ-оГГ порядка 50 нг/мл (500 нг/мл для барбигуратов} даст пекогорос количество ложиополо- 
жительных результатов, которые вследствие перекрестного реагирования ингересуюших ана- 
лизируемых вешеств минимизируют получение ложноотрицательных результатов (ем. начало 
главы). Все положительпые результаты, полученные с помощью ИХМ, должны быть полтверж- 
лепы и отражены в конепном отчете. Если обстоятельства дела включают летальный исход, 
необходимо провести иммунохимические исследования на присутствие фепанетина и салици- 
латов. 

ГЖХ-скринииг веществ основного характера крови болес чувствителен, чем таковой содер- 
жимого желудка. но такжс и более трудоемок. ГЖХ-скрининг может быть включен в обший 
скрининг. особенно когда моча ислостуипа как объект нли когла известио. что имела место 
интоксикация. но скрининг солержимого желудка лает отринательный результат. 

В тех случаях. когда первоначальный хромато!рафический скрининг дает нсилентифициро- 
вапные пятна ири ТСХ или исилентифинированиые пики на хроматограмме (ГЖХ) в отсутс- 
твие нужных стандартных вешеств сравнения. образец в дальнейшем может быть полвергнут 
скрипингу методом ГХ-МС. 

Для интернретации резульгатов ХТА обязательно сопоставляются обстоятельства дела, ре- 
зультаты вскрытия, медицинские показатели и результаты исследования (если возможно). а 
также ниформация о спенифических физиологических реакциях. обусловленных дейстнисм 
того или иного токсиканта. Нарушение ссрасчного ригма. частота дыхания, размер зрачка и 
отсутствие узнавания. несохраненные рефлексы, конвульсии н некоторые лругис предемерт- 
ные симитомы могут свилетельствовать о механизме токсичности подозреваемого агента и 
указать па некоторые токсиканты среди больного числа возможных (см. гл. 7-11). 

Результаты вскрытия помогают химико-токсикологическому исследованию. Состояние сли- 
зистой оболочки желудка или пнщепода может подтвердить или исключить действие слких 
обжигакииих ядов. Отек легких может указать на предсмертное угнетение дыхания. некроз 
печени — в первую очерель на отравяение фенацетином или бледной поганкой срели других 
токсичных агептов, облалающих гспатотоксичностью. Следы ипьекний позволяют прелполо- 
жить перелозировку при внутривсином ввелснии. 

Следующие правила лолжны соблюдаться ири анализе на «общее неизвестнось. 

• Если отбор образиа исвозможен или количество полозреваемого агента опрелелить не уна- 
ется. псобходимо использовать самый обширный скринииг всеми доступными мстолами. 

• Анализ содержания алкоголя в крови и глазной жидкости должен быть сделан раныне (или 
одновремепно) анализа на другие соелинения (см. гл. 8.1). 

• Анализ алкоголя в крони предпочтительнее провести с помошью ГЖХ с использовалием 
внутреннего стандарта; эго пе исключает возможное подтверждения лругими методами (см. 
гл. &.1). 

® Если есть подозрение на отравление оксидом углерода (П). то исследование на этот токси- 
кант необходимо провести перед обшим скринингом (см. тл. 8.3). 

• В тех случаях, когла отбор образца и его количество лимитированы, необходимо особенно 
тщательно составить схему исследования и на ранней стадии анализа использовать ИХМ, 
если доступно лостаточное количество образна. 

• Найлениые положительные результаты должны быть в большинстве случаев поллнерждены 
другими независимыми метолами. Когда размер образца лимитировап. дальнейшие этапы 
обшего скрининга могут быть объелинены в один этап. а не проводиться параллельно. 
Сценналист в области ХТА должен проанализировать результаты фармакологических и ток- 

сикологических исследований, возможность лекарственного отравления при передозировке. 

установить посмертные изменения токсичных агептов и анализируемых биообьектов. В итоге 
своей работы эксперт палестся получить отнегы на следующие вопросы. 

» Какой химический агент был использован, когда и как? 
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• Была ли доза использованного химического агента или комбинации агентов лостаточной, 
чтобы вызвать летальный исход или повреждение злоровья? 

> Какие системы. органы или ткани являются поврежленными? 

• Существуют ли факты, свилетельствующис о том. что доза вещества была употреблена в 
терапевтических пелях. с целью суицида или убийства? 

• Был ли умерший(ая) иитоксинировацща) во время иннилента, привелиего к летальному ис- 
холу? 
Как интоксикация может быть объяснена присутствием конкретного токсичного агента? 
Сущсствуст ли альтернативиое объяспепие полученных результатов? 
Какие другие дополнительные исследования могли бы уточнить обстоятельства гибели или 
нанесения ущерба здоровью” 


Когла химико-токсикологическое исслелование завершено. полученные результаты сумми- 
руются в виле отчета — акта сулебно-химической экспертизы, который прелставляется пато- 
логоанатому (танатологу. судебно-медипинскому эксперту). В акте указывают имя умершего, 
если известно. или номер. ему присвоенный; анализируемые биообъекты и химические аген- 
ты. обнаруженные в кажлом образце; найденные концентраини этих веществ, занесенные в 
таблицы утвержленной формы. В акте также указывают вешества. в отношении которых были 
слсланы попытки их обнаружения, но которые обнаружены не были (особенно если в направ- 
лении содержалась просьба их обнаружить). Если были обнаружены какие-либо токсиканты, 
но их наличие не было поптверждено лругими методами, то этот факт обязательно отражастся 
в отчете (акте). Кроме того. сообщастся любая информация о биообъскте, например дата и 
время отбора прелсмертной крови (известны сложности при интерпретации результатов. свя- 
занные с посмертным персраспределением многих токсикантов), или какие-либо необычные 
факты. характеризующие биообьскт. В отчете должно быть указано, по чьей инициативе (су- 
лебного химика или патологоанатома) был проведен отбор проб. 


5.8. ОБЕСПЕЧЕНИЕ КАЧЕСТВА И НАДЛЕЖАЩАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ПРАКТИКА 
(ПРИНЦИПЫ СЕР В СОВРЕМЕННОЙ ЛАБОРАТОРИИ). 
ВНЕДРЕНИЕ СИСТЕМЫ ВАЛИДАЦИИ И КВАЛИФИКАЦИИ 
В ЛАБОРАТОРИИ 


То. что не локументировано — не выполнялось! 
(5 ЕРА. Сепеға! Рғіпсіріеѕ оў Иайаайоп 


Значение многих работ в области ХТА снижастся из-за отсутствия согласованной системы 
представления полученных результатов. Как правило, эксперт довольно редко имсет возмож- 
ность осушествить детальное межлабораторное статистическое исследование, ограничиваясь 
лишь рядом повторных определений в свосй лаборатории. Выполняя количественное опреле- 
ление, аналитик лолжен ответить на вопрос: когда и в какой части процесса обеспечивается 
самая высокая точность? Любой результат содержит систематические ошибки измерения, слу- 
чайные ошибки и отличается ог истинного содержания искомого всшества. Поэтому важно 
определить порялок возможной ошибки на каждой сталии аналитического процесса. 

Одно из основных требований систематического ХТА состоит в правильной стратегии его 
выполнения. Анализ начинается с изучения поставленной задачи, при этом выясняются и 
уточняются обстоятельства, приведшие к необходимости выполнения конкретного исследова- 
ния, и прежде всего правовой аспект. Так определяют вид и характер анализа. На этом этапе 
выбирают методы проведения экспертизы, обеспечиваюшие належность полученных резуль- 
татов. и разрабатывают конкретный план анализа. Следующий этап представляет собой отбор 
аналитических методик и определение систематической ошибки измерений с использованием 
эталонных растворов вешеств сравнения и/или другими независимыми метолами. т.е. прове- 
ряют правильность избранного метола. Определение случайной ошибки являстся пальнейшим 
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этапом исследования, на котором оненицается воспроизволимость результатов анали гического 

исследования (см. гл. 6-1). 

Для получения належных результатов анелиза нсобходимо иметь стзпдартныс вещсства 
сравнения и его эталонные растворы. 

ь Станаартиое вешество сравнения (первичный стандарт) — паспортизовапный образец ол- 
рсделяемого вещества высокой чистоты служит для приготопления эталонных растворов ве- 
шества сравнения. Чистота вещества должна быть локазаиа олниим нз арбитражных методов 
(например, ГХ-МС). Хранят в таких условиях, которыс обеспечивают его стабильность и 
сохранность (обычно в плотно закрытой емкости в холодильнике). 

• Эталонный раствор вешества сравнения (вторичный стандарт) — раствор опрслеленной кон- 
центрации стандартного вещества сравнения в дистиллированной (денонизированной) воде 
или органическом растворителе. Используют для аналитического контроля и/или калиб- 
ровки аналитических приборов. Кониентрацию растворов периодически проверяют. Хранят 
в таких условиях. которые обеспечивают их стабильность и сохрапность (обычно хранят в 
плотно закрытой емкости в холодильнике). 

• Рабочий раствор вещества сравнения — раствор, приготовленный разбавяением растворов 
эталонных веществ срависния водой или органическим растворителем. Используют для 
проведения контрольного опыта. Проводят анализ контрольного и холостого образцов. 

• Контрольный образеи — биологический образец, содержаший анализирусмое соединение в 
известной концентрации. так называемая модельная смесь. 

» Холостой образец — биологический образец. идентичный по составу контрольному по типу 
биоматрицы, но ис содсржаший анализируемого всшества или каких-либо других химичес- 
ких веществ. Холостой образец анализирустся лля опрелеления систематической ошибки, 
часто называемой фоном. 

• Фон — искусственная интерфереипия каких-либо материалов в контрольном или аналити- 
ческом образце, которая может вызвать положительную или отрицательную ошибку. 

В количественном анализе часто используют внутренний стандарт — соединение. близкое 
по строению анализирусмому, которое добавляют к биообразцу в точно известных количествах 
перед пробоподготовкой. Иногда используют несколько внутренних стандартов. Результаты 
определений обрабатывают по одному из известных мегодов расчета содержания определяе- 
мого вещества: 

» методу абсолютной гралуировки: 

• метолу внутреннего станларта: 

® метопу станлартной лобавки. 


В гл. 6.1 приведены общепринятые правила представления результатов количественного 
ппализа, согласующиеся с номенклагурными правилами и рекоменлациями Междуниролного 
союза торетической и приклалной химии (ИЮПАК). Систематические ошибки в ХТА могут 
быть вызваны разными обстоятельствами. Если истинное значение неизвестно. трудно рас- 
познать систематическую ошибку. Между систематической и случайной ошибкой невозможно 
сделать ясное и полное различие в каждом частном случае ХТА. Например. небольшое систе- 
матическое отклонение может быть скрыто широкой дисперсией случайных ошибок. Случай- 
ные ошибки могут быть распознаны и описаны методами статистики. В таба. 5-15 приведены 
примеры некоторых систематических ошибок в ХТА. 

Вариабельносль результатов «изо дия в день», визуально наблюдаемая как изменение накло- 
на калибровочных кривых, в лабораториях может быть сведена к минимуму. 

В качестве хорошей практики рекоменлуют строить калибровочную кривую для кажло- 
го случая неизвестного образна. Для рутинной калибровки обычно достаточно использовать 
3 раствора различной (точно известной) концентрации стандарта и холостой образеи. 

Алгоритм цроведения количественного определения поксиканта. 

1. Определение иели (правовые вопросы) и выбор мстолов анализа. 

2. Разработка плана провеления исследования. 

3. Выбор методик аналигиҷеского метола, обеспечивающих надежиость полученных ре- 
зультатов. 

4. Опрелеленис систематических ошибок измерения: 
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Таблила 5-15. Примеры систематических ошибок в ХТА 


Причины систематических 
ошибок 


Нсолнородность материз- 
ла образца 


Многоэтайносль анализа 


Некорректная характерис- 
тика калибровочных ве- 
шеств сравнения 


Измерение площали пика 
в хроматографических ме- 
тодах 


Происхожление систематических 
ошибок 


Выбор биообъекта. учет проценла 
связывания с белком. правильность 
пробополготовки. учет пропента ме- 
таболического превращения и т.л. 


ЖЖЭ и соблюление условий ес вы- 
полнения: контроль РН среды, тем- 
пература. выбор экстрагента, условия 
упаривания экстракта (в токе азота 
или на воздухе), учет пронента мета- 
болнческого преврашения. необходи- 
мость предварительного гидролиза и 
Т.д. 


Отсутствие в ряде хнмико-токеико- 
логических лабораторий паспортизо- 
ванных образиов сраннения 


Нестабильзая базовая липия хрома- 
тографа 


Примечание 


Ошибки, связанные с неоднороднос- 
тью, имеют место во всех видах и на 
всех уровнях аналитических метолов 


В каждой серии анализов необходи- 
мо указывать выход, Вариабельность 
в результатах выходов очень часто 
лимитнрует повторяемость и вос- 
пронзволимость метола. В анализе 
следовых количеств выход должен 
быть ие менее 70%. Пронент выхо- 
да уменьшается с уменьшением кон- 
ценгрании анализируемого вещества, 
чго связано с потерей вещества (про- 
пелура анализа. поглошение и хими- 
ческие изменения) 


Использование паспортизованных 
образцов сравнения приводит к по- 
лучению корректных результатов. 
Загрязнение образца сравнения лает 
завышенный (выход более 100%) илн 
заниженный резульыат“ 


При нестабильной базовой линии 
лучше измерять высоту, а не пло- 
щаль пика 


® Опасность загрязнения сушествует на любом этапе анализа. Загрязнения пробы можно избежать за счет четкого 
планирования, организации и коніроля стадий анализа. 


әлә ә 


юм * 


с веществом сравнения; 
независимым метолом. 
Оцепка случайных ошибок: 
опрелеление внутрилабораторной воспроизводимости результатов; 
опрелеление межлабораторной воспроизводимости результатов. 
Алаптация условий проведения анализа в связи с получениыми данными в этанах 4 и 5. 
Повторение, если требуется. этапов 4 и 5. 
. Выполнение и прелставление результатов анализов. 


Обязательные условия получения надежных результатов измерения 

• Для построения градуировочного графика необходимо иметь набор искусственных смесей, 
содержащих опрелеляемос соелинение в конпентраниях, охватывающих весь возможный 
интервал варьирования концентраций в анализируемом объекте. 

» Искусственные смеси готовят по станлартной пронепуре (метолике) из вешеств с аттесто- 
ванной степенью чистоты. 

> Должна быть извсстна погрешность определения конисиграции искомого соединения в ис- 
кусственных смесях используемым методом анализа, т.е. методика приготовления искусст- 


венных смесей должна быть метрологически аттестована. 
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Обеспечецие качества и наллежащая лабораторная практнка (нринпипы СЫР в современной 
лаборатории) 

«Работа в лаборатории вынолнялась в соответствни с требованиями СЕР (нс имеет значе- 
пия, с помощью компьютера или без), если инспектор, который возможию посетиг лаборато- 
рию с нроверкой дажс снустя 4 или 5 лет после выполнения работы. имеет возможность легко 
восстановить по записям в связи с чем. как и кто выполнял ту работу. кто был руковолитслем 
работы. какос оборудование иснользоналось, какие результаты были получены, є какими про- 
блемами пришлось столкнуться и как они были преодолены». 

0.2.М. И’еЦег. СЕР ава ұиаійу Аъзиғацсе 


Наллежашая лабораторная практика — систсма мероирнятий по обеспечению качества ре- 
зультатов анализов в лаборатории (организационный процссс и условия. в которых планиру- 
ются. осуществляются. контролируются, регистрируются лабораторные исследования и пред- 
ставляются их результаты). 

По сушествуюниим оценкам затраты на систему обеспечения качества лолжны составлять 
10—20% эксплуатанионных расходов лаборатории. В эту сумму включаются затраты па: 

• пронедение лабораторных исследований в соответствии с наплежашей лабораторной прак- 

тикой;: 

контроль за функицонированисм лаборатории: 

оценку качества работы лабораторного оборулования и применяемых методик: 

провеление обучения персонала: 

проведение мероприятий по сертификании лабораторни; 

модернизацию используемых или разработку новых методик исследования с учетом изме- 

инвшихся требований или появлением новых веществ или объектов исследования; 

соблюленис положений действующих нормативных документов и облегчение проведения 
мероприятий лля адаптации к новым: 

создание условий лля аккрелитании лаборатории и се подлержания на должном уровне; 

повышение авторитета лаборатории и доверия к ней со стороны общественности; 

улучшение морального состояния сотрудников: 

сокрашение числа случаев повторного анализа образцов. внесения поправок в ланиые ана- 

лиза и получения неналежных данных; 

• повышение качества проведения лабораторных работ, обслуживания клиентов; наличие 
способов компенсации претензий (поставка запасных частей к оборудованию. ремонт и 
Т.1}.). 

Контроль Качества — это: 

• исотьемлемая часть НЛП, которая обеспечивает контроль за качествам и надежностью ре- 
зультатов. получаемых в данной лаборатории: 

® система контроля качества служит поддержанием компетенции лаборатории на необхоли- 
мом уровне: 

® система контроля качества предусматривает проведение мероприятий как внутри, так и за 
пределами лаборатории: 
весь комплекс мероприлгий НЛИ должен присутствовать в лаборатории в печатном виде; 

® двумя самыми важными и взаимолопойняющими друг друга в ланной системе локументами 

ЯВЛЯКГСЯ: 

— руководство по качеству. отражающее все аспекты системы контроля качества; 

— стандартные рабочис инструкции — подробные пошаговые инструкции по выполнению 

отдельных видов деятельности лабораторин. 

Руководство по качеству 
• Руководство по качеству — это внутрилабораторный документ. регламентирующий адмн- 

нистративную, хозяйственную и научную стороны єс деятельности. 

• Руководство по качеству обеспечивает условия провеления лабораторных работ пол надле- 
жащим контролем и достижения поставленной цели при соблюденни всех требуемых нор- 
мативов и стандартов. с тем чтобы результаты работ могли быть приняты в качестве доказа- 
тельства в ходе судебного процесса самого высокого уровня. 

Руководство по качеству содержиг следующие разделы. 
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Политика в области персонала лаборатории (штатные обязанности) и организация работы 
лаборатории. 

Правила приема, учета. внугрилабораторного движения. хранения. возврата и уничтожения 
образпов. 

Контрольные эталоны. 

Материалы и реактивы. 

Оборудование. 

Оспашснис лаборатории и условия работы. 

Методы и проислуры. 

Отчетность. 

Жалобы и отклонения от нормы. 

Методы проверки качества работы. 

Меры по обсспечению безопасности лаборатории- 

Аттестация и межлабораторные сравнительные испытания. 

Аккредитация и сертификация. 

Руководство по качеству предусматриваег полное описание должностных обязанностей 


кажлого сотрудника лаборатории. начиная с руководителя и его заместителей. В лаборатории 
в зависимости от объема проводимых работ должна быгь предусмотрена по крайпей мер одна 
должность сотрувника, ответственного за оценку качества результатов работы, который по 
своей профессиональной полготовке и опыту работы может и способен: 


на оспове знания теоретических основ методик. используемых в лаборатории. оценить ка- 
чество выполняемых работ и разработать адекватную методику его проверки: 

проводить анализ. интерпретацию и представление получаемых результатов: 

разработать и поялерживать на необхолимом уровне порялок хранения результатов; 

в случае выявления ошибок или неточностей прелпринимать адекватные действия для их 
устранения. 

Важнейшее значение с точки зрения качества исследонаний имеет постоянное повышение 


квал ифи кацин персонала. 


Порядок работы с образцами 
Порядок работы с изъятыми матсриаламн 

Лаборатория. проводящая исслелования, лолжна иметь подробные ииструкции о порядке 
присма, способах маркировки. регистрапии и обработки материалов, поступаюших на ис- 
следование. а также о порядке их послелующего возвращения или уничтожения. В некото- 
рых случаях прелусматривается необхолимость паличия ипструкций по отбору самих проб и 
их упаковке. 

Все прелставляемые на исслслование образцы должны быть тщательно упакованы, иметь 
четкую и ясную маркировку, обеспечивающую их индивидуальность. 

Все образцы лолжны иметь сопроволительную локументацию, выполненную по соответс- 
твующей форме. 

Принимают образцы только специально выделенные для этого сотрудники. обладающие 
полномочиями частично или полностью отказывать в приеме плохо упакованных или не- 
маркированных образцов без сопроводительной документации. 

Каждый принятый образец индивидуально заносится в систему регистрации работы лабора- 
тории. что подтверждается документально. 

Вся сопроводительная документация по каждому из образцов в виде представленных вместе 
с ним материалов, писем. факсов, телеграмм. протоколов заседаний, отчетов о провелен- 
ных исслелованиях и распечатки данных с разных приборов. а также первичные данные о 
внешнем виле, весе и других характеристиках образца, включая его фотографии, хранятся в 
соответствующем месте лаборатории. 

В эти материалы также необходимо включать полный перечень персмсшений образца по 
лабораторни за время проведения исследований. списком сотрудников. работавших с ним с 
указанием продолжительности их коптакла с образцами. 

Отбор проб и образцов 

Главная задача процедуры отбора проб — обеспечить осуществление правильного и досто- 
верного химического анализа. 
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» Отобранные образны должны быть представительными для всей совокупности исследуемых 
объектан. 

» В зависимости от поставленной залачи проиелура отбора образиов может претерпевать зиз- 
чительные изменения. 

— Наиример. огбор лекарствсиных пренаратов для установления их качественного и ко- 
личественного состава проволится в соответствии со статьей «Обшие метолы анализа. 
Отбор проб (выборок) лекарствениых средстве. Госуларстнепная фармакопея. 11-е изл. 
Вып. 1. М: Мелипина, 1990. с. 7. В соответствии с ней на исследование в конечном счете 
отбирается не менее 3 и не болес 30 слиииц образцов. В обшем случае это количество 
равио 0.4 х корень квадратный из обшего числа обьектов. 

— При исследовании упаковок наркотиков соблюдаются слелующие правила: если колнчсс- 
тво упаковок меньше 10. го отбираются всс упаковки: от 10 ло 100 — 10 упаковок, свыше 
1(Ю) — число упаковок равно квалратному корню их количества. Методические указания 
ПККН «Отбор проб при исследовании наркотических средстве № 26 от 16.11.93. 

— Болсе сложную, но статистически выверсиную систему отбора образцов приводит груг- 
па по анализу наркотиков свропейских институтов судебной пауки «ОПЛЮЕНИМЕ$ ОМ 
КЕРВЕЗЕМТАИУЕ ОВОС ЅАМРШИМС» ЕМЕ$1. ОКОСЅ5 МОККІМО СКВОЧР, 2002. 

Особенности отбора биообразцов 

е Обеспечить соответствие изымаемого образна проверяемому субъекту. 

• Избежать подмены или фальсификапин образпов на всех сталиях проведения проверки. 

• Обеспечить сохранпость образцов от частичной или полной потери. порчи и неправильных 
условий хранения и транспортировки. 

Контрольные эталоны. материалы и реактивы 

• В лабораторни должна вестись локучентация. касвюшаяся контрольных эталонов, конт- 
рольных проб или образнов и ступеней калибровок оборудования. которые необхолимы в 
различных аналитических пронелурах и метолах, используемых для обеспечения належнос- 
ти результатов исслелований. 

• Станларты. используемые в лаборатории. обязательно дояжиы быть получены из соответс- 
твующих национальных и межлународных стандартов. 

» Кошрольчый эгалои. который (обычно) закунается — это сертифицированиый эталонный 
материал, одна или несколько характеристик его сертифинируется и сопровождается сер- 
тификатом или лругим докумснтом. выланным органом по сертификации либо сго связь с 
этими документами можно проследнть. 

• Контрольные эталоны должны соответствовать характеру исслеловапий. проводимых в ла- 
боратории. гле должна быть документация. указывающая на источник и лату их приобре- 
тсния. Они лолжны храниться в таких условиях, которые обсспечнвают их стабильность и 
сохранность. Если контрольные эталоны изготовляются в лаборатории. источники хими- 
ческих реактивов. методы изготовления и результаты проверки готового образца должны 
регистрироваться и храниться в досье. 

• К закупвемым контрольным эталонам обычно прилагаются документы. подтвержлаюшие их 
химический состав. качество и концентрацию в них различных веществ. Олнако рекомен- 
дуется. чтобы лаборатория, прежле чем начинать пользоваться ими, самостоятельно прове- 
рилз их химнческий состав и чистоту (или концентрацию). Это делается мезолом сравнения 
количественных показателей нового копгрольного эталона с аналогичными показателями 
ранее использовавшегося эталона. 

® Калибраторы. изготовленные из эталонного материала или приобретенные, используются 
лля калибровки анализа. Там, где это возможно, калибраторы. используемые при анализе 
биологических проб. лолжны иметь матрицу. подобную матрице проб. Сначала следует про- 
вести испытания лостагочного количества калибраторов. чтобы опрелелить параметры ка- 
либровочной кривой: рекоменлуется провести испытання с пустой пробой по крайпей мере 
трем калибровочным точкам. Стабильность калибровочной кривой должна быть проверена 
в лабораторных условиях путсм добавления контрольпых проб или образпов, как положи- 
тельных, так и отрипательных. 

» Контрольные пробы или образцы готовятся из эталонных материалов (отдельно от калибра- 
торов, которыс взвешиваются или измеряются отдельно), либо приобретаются. либо полу- 
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чаются из фонда ранее исследованных проб или образцов. Они используются для проверки 
правильности калибровки, т.е. наличия линейности и стабильности во времени результатов 
количественных измерений. Там. где это возможно. контрольные пробы лолжны быть со- 
гласованы по матрице с пробами и калибраторами. 

Ответственность за приобретение и солержание контрольных эталонов должна быть воз- 
ложена на специально назначенного сотрудника. который должен вести основной регистр 
всех этих материалов. Регистр должен содержать сведения обо всех официальных эталонных 
веществах и препаратах. а также данные о неутверждениых офипиально контрольных этало- 
нах. полученных из различных впешних источников. Сюда же запосятся сведения обо всех 
вторичных эталонах, изготовленных в лаборатории (рабочие сгандарты). 

Качество реакгивов должно отвечать требованиям лабораторных исследований, ссли ие ого- 
варивастся иное. Реактивы и материалы лолжны соответствовать стандартам качества, тре- 
буемым используемыми в лаборатории метолами исследований, лействуюшими правилами 
или надлежащей лабораторпой практикой. При поступлении в лабораторию все реактивы 
должны быть снабжены падлежашими этикетками, содержашими следующую информацию: 
лата получения, срок годности (если таковой установлен) и дата начала использования. 
На этикетке должны быть также указаны ипициалы липа, проводящего анализы. Раствор 
реактива, который готовится в лаборатории, лолжен быть снабжен этикеткой с указанием 
даты изготовления, концентрации активных ингредиентов, даты истечения срока годности 
и ивипиалов изготовившего его согрудиика лаборатории. 

Необходимо всеми срелствами препятствовать практике выливания обратно в бутыли с ре- 
активами неиспользованных порций растворов. Аналогичным образом следует запрещать 
вставлять пипетки в бутыли, в которых хранится весь раствор или другой реактив. посколь- 
ку это может вызвать загрязнение. Рскоменлуется. чтобы пля использования в лаборатории 
растворы разливались в 500 -миллилитровые или максимум в литровые бутылки. Растворы 
для полоскания (например, микролитровых шпринев. используемых в газовой хроматогра- 
фии) исобхолимо часто менять. 

В каждой лаборатории лолжна вестись тетраль записей о приготовлении растворов реакти- 
вов. которая должна храниться в установленном месте. При приготовлении раствора лицо, 
ответственное за данную операцию. должно занести в тетрадь лату, всс и объем ингрелиен- 
тов, использованных для этой цели, и поставить свою подпись. Эта информания необходи- 
ма для отслеживания возможных источников ошибок в лабораторных анализах. 
Оборудование 

Ключевой фактор качества провелсния исследований — палежность и качество используе- 
мого при этом оборудования. 

Для контроля оборудования необходимы наличие в лаборатории инвентарной описи обору- 
дования и ведение соответствующей документации, касающейся расположения, даты при- 
обретения. данных об уходе за оборудованнем, его техническом обслуживании и ремоите. 
Инструкнии по эксплуатации должны быть легколоступны персоналу и находиться побли- 
зости от соответствующего оборулования. Ответственность за различные виды оборудования 
должна быгь распределена межлу сотрудниками лаборатории, которые лолжны осушест- 
валять его регулярные проверки. составлять об этом необходимую документацию. проводить 
калибровку и заполнять бланки. чтобы обеспечить соблюдение технических условий. Важно 
вести учет всех провеленных капибровок. Сотрулники, отвечающие за опрелеленные вилы 
оборудования. также лолжны нести ответственность за техническое обслуживание н теку- 
ший ремонт оборудования в соответствии с заранее установлениыми графиками либо пер- 
соналом лаборатории. либо специалисгами из внешней организации. Данные о техническом 
обслуживании и ремонте также регистрируются в соответсгвующих документах. 

В случае обнаружения неисправности оборудования о ней должно быть исмелленно сооб- 
щено сотруднику. ответственному за это оборудование и его техническое обслуживание и 
ремонт. Оборудование должно быть выведено из эксплуатации ло устранения возникшей 
проблемы. Методы. время и дата устранения неисправности должны быть зафиксированы в 
соответствующем регистрационном журналс для данного вида оборудования. 
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Конкретные требования к некоторым видам оборудования. Весы 
• Необходимость регулярной калибровки весов — олип из наиболее лоступных лля понима- 


ния примеров требований НЛП и контроля качества. Ошибки при взвешивании сказыва- 
ются на всех эталонах н рсактивах и влияют на достоверность аналитических результатов, 
полученных с их использованием. 

• В России в настоящее время существует требование для целей аккредитапни лабораторий, 
в котором указано. что калибровка весов должна проводиться ежегодно органом по ссрти- 
фикации на основе прослеживаемого первичного эталона. т.с. с использованием эталонных 
гирь. имеющих сертификат. в основе которого лежит лействующий мсжлународный стан- 
ларт. 

• Повседневная калибровка может выполняться в лаборатории с использованием набора эта- 
лоиных гирь. которые в свою очередь должны иметь сертификат о калибровке. Такие эта- 
лонные гири (например, используемые в аптечных микровесах для взвешивания эталонов 
наркотических веществ) можио легко поврелить в результате неаккуратного обращения с 
ними. лаже используя пиппет не того типа (ялпример. пинцет с зубчатыми кончиками). 
поэтому все сотрулники лаборатории лолжны пройти специальную подготовку по приобре- 
тению навыков пользования ими. 

• Обычно рекомендуется использование весов, обеспечивающих распечатку результатов взве- 
шивания. что особенно необхопимо в некоторых обстоятельствах. когла. например. лабо- 
ратария лолжна отвечать требованиям. прельявляемым к нсй при аккрелитации. Наконси, 
результаты всех взвешиваний должны регистрироваться в лабораторном журнале в тверлом 
нереилеле, а не на отдельных листках бумаги. 

Конкретные требования к некоторым вилам оборулования. Стеклянная посуда 

в В руковолстве по качеству и в политике лаборатории должны учитываться 3 важных обсто- 
ятельства: 

— качество используемой стеклянной посулы. т.е. свойства стекла, из которого она изготов- 
лена (натрисвое стекло, боросиликатное стекло); 

— технические характеристики мерной стеклянной посулы (класс А или В); мерная посула 
класса А более точная. чем посуда класса В, но и значительно более дорогая; 

— процелуры мойки посулы и обрашения с ней; использование горячей воды для мойки 
мепной стеклянной посуды приводит к безвозвратной утрате точности се измерений. 

Конкретные требования к некоторым вилам оборулования. Автоматические пипетки 

Регулярно должна проводиться калибровка пинеток либо в лаборатории. либо во вненшей 

организации, а результаты калибровки должиы регистрироваться в спепиальном журнале. 

Конкретные требования к некоторым видам оборулования. Хроматографы 

• Эксплуатационные параметры этих приборов (показатели температуры. давления, скорости 
потоков и т.д.) лолжны проходить калибровку. особенно если лаборатория должна соблю- 
дать установленные протоколы. 

» Нэпример, справочно-аналитический метод с использованием газовой хроматографии поз- 
воляет опрелелить температуру в форсунке и топке печи: сотрудник лаборатории лолжен 
сверить температуры и установить. что полученные значения действительно соответствуют 
значениям. которые показывают коитрольные устройства. 

• В некоторых случаях может возникнуть необхолимость проводить калибровку параметров 
приборов независимо лруг от друга. Олнако лля большинства хроматографов правильность 
их функционирования устанавливается использованием комбинации проверочных тестов. 
Конкретные требования к некоторым вилам оборудования. Спектрометры 
Калибровка этих приборов обычно проволится методом регистрации спектра эталонов. 
Для некоторых сиектромстров предусмотрена процедура внутренней калибровки с исполь- 
зованием эталонного фильтра. 

Конкретные требования к некоторым видам оборулования. Масс-спектрометры 

» Правильная эксплуатация масс-спектрометров и комбинации газовых хроматографов и 
масс-спектрометров требует их повседневной настройки с иелью сохранения их чувстви- 
гельности и поддержания оптимальцых эксплуатационных характеристик. 

• Обычными методами проверки эксплуатационных качеств масс-спектрометра являются 
контроль за распределением отдельных ионов в спектре массы калибровочного вещества, 
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например перфлюорокеросина или гептафтортрибутиламина. когда проволится калибровка 

по массе. и измерсиие интенсивности ионов и соотношения интенсивности ионов в масс- 

спектре. когда проверяется нормальный ход реакций ионизацин и фрагментации. 

Оснащение лаборатории, условия работы и техника безопасности 

Оснашение лаборатории 

В рамках требований системы качества лолжиы учитываться слелующие факторы. 

Цель. От того, какие виды проб или образцов — изъятыс магериалы. биологические про- 
бы или и те и другие — булут исслсдоваться в лаборатории, зависяг требования к площали. 
правилам хранения и мерам безопасности. Цель определяет число сотрудников лабораторни 
и потребности в рабочих местах. разлевалках, служебных помещениях и т.д. В соответствии 
с проектной нагрузкой лаборатория обеспечивается оборудованием и персоналом: перегрузка 
работой и ислостаточиое количество персонала пагубно сказываются на качестве исслелований 
или приволят к увеличению продолжительности времени обработки проб или образцов. 

Прохождение проб или образиов через лабораторию. При планировании оснащения лабора- 
тории оборудованием слелует обратить вниманис на прохождение проб или образцов через ла- 
бораторию. При размещении оборулования по помешениям лабораторни следует. по возмож- 
ности. учесть посяеловательность приемки. хранения. преаваритсльной обработки. анализа. 
улаления проб или образнов и полгоговки отчетной документации. Важно также изолировать 
друг от друга различные вилы леятельности. чтобы свести к минимуму возможность загрязне- 
ния. например лабораторную слеклянную посуду. применясмую при анализе изьятых материа- 
лов с высокими конисптрациями наркотиков. следует лержать отдельно от стеклянной посулы, 
используемой при анализе следов в биологических пробах. Биологически опасные пробы не 
лолжны переноситься в открытой посуде через не имсющис сисциальной зашиты зопы, так 
же как и грязная стеклянная посула. Оборулование. чувствительное к окружающим условиям. 
должно размещаться в местах с ограниченным доступом. Микровесы, например. лолжны за- 
шишаться от вибрации и химической коррозии. 

Обслуживание лабораторий. Лаборатория должна иметь соответствующее электро- и водо- 
снабжение. специальцыс поставки газов (особенио для газовой хроматографии), противогазы. 
шкафы биологической защиты, холодильники и морозильники; к ней должиа быть подведена 
телефонная линия. 

Техника безопаспости 
» Обычные санитарно-гигиенические требования в лаборатории. Типичными требованиями 

являются запрещение принятия пиши н напитков в помешениях лаборатории, обязательное 

ношение лаборагорных перчаток, халатов и срелств защиты глаз. 

• Пожарная безопасность — олно из основных требований при работе в химичсской лаборато- 
рии, включающее правила хранения воспламеняюшихся растворов и химических реактивов. 
обеспечение соответствующим противопожарным оборулопаиисм (а также его регулярный 
осмотр и полготовку персонала к сго использованию), назначение сотрудников лаборато- 
рии. ответственных за прогивопожарную безопасность. а также составление графиков заня- 
тий по противопожарной безопасности. 

» Биологическая опасность. Поскольку пробы крови и патологоанатомические пробы прел- 
ставляют ббльшую опасность заражения. чем пробы мочи, для обработки первых двух видов 
проб следует пользоваться шкафами биологической защиты. 

• Радиационная опасность. Источником опасности могут служить радиоиммунологические 
исследования (изотоп ![.,, или тритий), а также электронозахватные лстекторы в газовой 
хроматографии (обычно "'М№!). Необходимо соблюлать правила по использованию ралиоак- 
тивных материалов н захоронснию радиоактивных отхолов. Персонал лаборатории, который 
подвергастся воздействию рализиии, должен носить счетчики контроля дозы радиоактивно- 
го облучения. 

Отчетность 

Система качества проведения работ лолжна предусматривать следующие требования к всде- 
нию отчетности в лаборатории: 

» солержание аналитического отчета; 

» терминология; 

» процедура отчетпости: 
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конфиденциальность локументов: 

• система хранения и поиска документов. 
Аккредитация и сертификация 

• Аккредитация — процедура. посредством которой оргап но аккрелитании. например на- 
циональная нан междунаролная организация или профессиональный орган, офипиально 
признает правомочность лаборатория или дина выполнять конкретные работы. 

• (Сертификация — процедура. посрелслвом которой орган по сертификаиии официально 
признаст, что лицо или пролукиия соответствуют определенным чехническим условиям. 

» Аккредитация и сертификация внешними оргапизациями являются пелью разработки про- 
граммы обеспечения качества. Хотя такие программы могут потребовать вложения значи- 
тельных средств. они обесисчат самый высокий уровень доверия к работе лаборатории. 


Осповные составляющие системы СИР, согласно международлым правилам 
• Персональная ответственность за результаты анализов (заведующий лабораторией). 

» Независимое (от лаборатории) пояразлелеиие по контролю качества текушей работы лабо- 
рагории (Оцаму Азхигапее Чай). 

• Валидация оборудования, программного обеспечения. методик выполиения измерений и 
результатав анализа. 

Внутренний аудит качества работы лаборатории. 

Виешний аудит качества работы лаборатории. 

Что такое валилдания? В литературе сушествует рял опрелелений этого понятия. 

• Ваяилаиня — организания такой документальной проверки. которая прелоставляет высокую 
степень уверенности в том, что выбранный пронесс проверки воспроизволимо обеспечивает 
получение достопсрных сведений о соответствии продукции заранее опрелелениой специ- 
Фикации на эту продукцию (05 РБА. Сспега! Ргіпсіріс оГ Маідзцоп). 

• Валилация — доказательство того. что любая процедура, пропесе. оборулование, материал. 
система, вил леятсльности действительно соответствуют ожиласмым результатим. согласпо 
принципам надлежащей производственной практики — СМР (СМР ршодс$ оѓ ГС. МНО, 
Рһагтасешісаі 1п5респоп Сопуепион). 

• Валилапия — проверка даниых на лостовериость или соответствие устаповленным стан- 
дартим. правилам ияи договоренностям. Валилация включает проверку работоспособностн 
оборупования. правильности получаемых результатов (СГГАС'$ НистаНопа! Сшас ю Ошу 
т Анауцся Светизиу. ЕИКАСНЕМ/АМЕГАС). 

» Валилация компьютеризироваиной системы — демонстрация 10го, что компьютеризирован - 
ная система соответетцуст своему назначению (ОЕСО Тће аррйсаноп оѓ ће ргіпсірієѕ о ССР 
то сотршеп2е4 ѕузіепиѕ). 

• Валилация аналитических методик — установленный процесс проверки метрологических 
характеристик аналитического метода на соответсгвие сносму предназначению, проводи- 
мый в лабораторных условиях (ОЅР — маЙдайоп оѓ апауйса! тегһо5). 

Термин «валилация» трактует процесс проверки достоверности каких-либо утперждений, 
спецификаций, правил и пр. в самом широком смысле. Термин «квалификация» — процесс 
проверки и прелоставления локазательств того, что оборулование работаст правильно и его 
работа приволиг к ожиласмым результагам. — включает 4 характеристики: Ю. ОО. РО, РО 
(ем. ниже). 

Квалификация является частью процесса валидации и всегда относится к опрелеленному 
продукту, товару, персоналу. услуге и пр. Часто лермин «квалификания» трактуется в том же 
смысле, что и «валидация». Поэтому. несмотря па то что квалификация чего-либо является 
частью процесса валилании. эти термины часто ислользуют как сипонимы. 

Прибор не может вылавать лостоверные результаты, ссли не проведены или не проводятся 
наллежашим образом слелуюшие этапы его квалификации: 
® рО (ОБеяеп ОцаПЙсайоп) — проверка соответствия оборудования стоящей аналитической 

задаче. Определение требуемой сиепификации па оборулование. 

• 10 ИпамаЦапоп Оцаканой) — проверка правильюсти установки оборудования, проведен- 
ной в падлежащих условиях. 
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ОО (Оретаноп ОцаЙйсаноп) — проверка того. чго прибор функиионируст в соответствии с 
требуемой спецификацией (аналог его метрологической аттестации или поверке). 
РО (Регѓогтапсе Оцаййсаноп) — проверка того, что прибор функционирует в соответствии 
с требусмой спецификацией в пропессе эксплуатации аля конкретной метолики. 
В лабораториях в процессе работы возникают обстоятельства. в которых требуется пропо- 


пить квалификацию оборудования по одной иди нескольким позициям, приведенным выше. 


Основные объекты валидации и квалификации в лаборатории: 

квалификация аналитического оборудования; 

валилация программного обеспечения и компьютерных систем; 

валилания результатов анализа; 

валидация аналигических систем как единого целого (оборудование + методики); 
валилация методик выполнения измерений; 

квалификация станлартиых образцов и станларгных материалов: 

квалификация персонала лаборатории. 

Валидация пе гарантируст от ошибок. но обсспечивает высокую степень уверспности в ло- 


стоверпости результагов. 


Заключение 

Этапы работы химико-токсикологической лаборатории: 
прием образцов, документирование; 

пробоподготовка; 

скрининг: 

полтвержление результатов; 

интериретация резульгатов; 

составление акта о проведении экспертизы. 
Требования к методам анализа 

Скрининг: 

Экспрессность 

Чувствительность 

Селективность (отсутствие ложноотрицательных результатов) 
Воспроизводимость 

Подтверждающие методы: 

Чувствительность 

Селсктивпость 

Воспроизводимость 


Глава 6 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ТОКСИКАНТОВ В БИОСРЕДАХ 


Неправильное знание хуже, чем незнание. 
А. Дистервег 


6.1. РЕКОМЕНДАЦИИ МЕЖДУНАРОДНОГО СОЮЗА ТЕОРЕТИЧЕСКОЙ 
И ПРИКЛАДНОИ ХИМИИ (ИЮПАК) 


Сложность биологических объектов затрудняет установление на основе аналитических дан- 
ных соответствующих причинно-слелственных связей. Иптерпретация результатов. получас- 
мых в химико-токсикологическом анализе (ХТА) с помошью методов апалитической химин. 
требуют определенного уровия знаний исслелуемых спенифических процессов. Для того чтобы 
интерпретировать результагы анализа биологических объектов в соответствии с поставленной 
залачей, чтобы быть уверенным в их точности. корректности и правильности. меобходимо 
знать все этапы ХТА и общие правила выполнения экспертизы (см. гл. 5). 

Количественный анализ выполняют с использованием подходящего метода. возможности 
которого соответствуют решаемой залаче. Мстолы количественного анализа принято класси- 
финировать на химические, физико-химические. физические. биологические. Характер вы- 
полняемых аналитических операций и техника проведения рабог определяются массой пробы 
или имеюшимся объемом жилкой пробы (табл. 6-Р. 


Таблици 6-1. Маснпабы химико-аналитического экснерименга (рскоменлапни ИЮПАК) 


Вил авализа и техинка выполнения Масса пробы, г Объем раствора, мл 
Макроанализ Более 0.1 10—10° 
Полумикроанализ 0.01-—0.1 0.1—19 
Микроанализ Менее 0.01 19.01—1 
Субмикроанализ 1072—1074 Менее 107° 
Ультрамикроанализ Менее 10 * Менее 10 * 


Содержание опрелеляемых вешеств в исслсдусмых объектах может быть самым различным. 

С точки зрения практической работы в лаборатории техника выполиения качествениых ре- 
акций и ироб включаст ныполиеписе реакций в пробирках (чаше всего). на преаметном стекле — 
микрокристаллоскопические реакции — с последующим изучением формы кристаллов под 
микроскопом при увеличении в 50—150 раз. на полосках фильтровальной бумаги (капельные 
рсакиии). 

Метод и методика. Несмотря на близкое лингвистическое ролство указзнных терминов. 
смысл их в аналитической химии четко различают. Метод анализа — это теорстически обос- 
нованный способ определения химического состава, принцип определения этого состава на 
основании исследования и/или измерения сигнала в широком смысле слова. Методика анали- 
за — это подробное описание вынолнения анализа конкрстиого объекта избраппым методом 
применительно к дапному объекту. Методикз отражаст все необхолимые ступени выполнения 
апализа — отбор срелней пробы. пробополготовку. выполнение аналитических реакций или 
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измерений с помощью выбранного метода анализа, вычисление результатов. обеспечение н 
контроль их качества. Методика стандартизоваиного метода анализа сушсствуст в вилс офици- 
ально оформленного докумсила и соответствует гребованиям действующих нормативных доку- 
ментов всломств, курируюших данную лабораторию. Документальное признание этого факта 
оформляют в виде мстодики — письменного документа. аттсстованного органами Госстандарта 
Российской Федерации. Результаты анализа, выполненного по аттестованной методике в ак- 
крелитованной лаборатории, могут быть признаны имеющими юрилическую силу (см. гл. 5.8). 

Пеобхолимо правильно использовать и такне термины. как измерение, анализ, определение. 
Различия очень четкие: свойство — измеряют, концентрацию или содержание компонента — 
определяют, объект (его пробу) — анализируюг. 

В качественном анализе для идентификации веществ в растворах используют качественные 
аналитические реакции, проведение которых может быть осуществлено практически в любой 
лаборатории. Результатом этой рсакции. о котором визуально судят по изменению свойств 
вешеств. вступающих н реакпию, являются возникновение. изменение или. реже. исчезнове- 
нис окраски. образование осалка малорастворимого в воде соединения, образование кристал- 
лов характерной фюрмы. рассматриваемых в микроскоп. вылеление газа со спенифическими 
свойствами. Это химические метолы обнаружения. Качественный анализ позволяет очень грубо 
оценить гралапию содержания искомого вешеслва в пробе. Можно сказать. сильзый иян сла- 
бый аналитический сигнал набяюдаст экспериментатор. Качественные аналитические реакции 
используют для получения быстрой информации о химической природе объекта исслелования, 
присутствии или отсутствии определенных отдельшых катионов или анионов. 

Для обпаружспия сушественио меньших количеств веществ используют физико-химичес- 
кие методы. Любое изменепие свойств веществ, вступающих в аналитическую реакцию. или 
иное рсгистрируемое (или измеряемое) проявление свойств определяемого вещества, напри- 
мер наблюление спектральной линии в атомно-эмиссионном спектре элемента. называют ана- 
зитическим сигналом. В качсственпом анализе аналитический сигнал принято называть ана- 
литическим эффектом. Носитслями аналитического эффекта являются вешества — продукты 
аналитических реакций, облалающие характерными свойствами: окраской. растворимостью в 
воде и/или оргапических растворителях, кислотах, 1иелочах, комплексообразователях, формой 
образуемых кристаллов. Приняго эти свойства вешеств связывать с их копкретным носителем 
и называть продукт аналитической реакции аналитической формой. Таким образом. апаяити- 
ческая форма есть коикретное материальное воплощение аналитического эффекта. 

С химической точки зрения аналитические реакции представлены реакниями различных 
типов: комплексообразовапия. осаждения, кислотио-основными, окислительно-восстано- 
вительчими. Вещество, непосредственно вступающее в аналитическую реакцию с искомым 
ионом. принято называть реагситом. Реагенты могут быть неорганическими или органичес- 
кими соединениями. Последняя группа приобрела в ХТА исключительно болыное значение, 
поскольку большинство реакций с органическими аналитическими реагентами по своим па- 
раметрам превосхолят реакиии с нсорганическими реагеитами. Раствор реагента. солсржащий. 
помимо действующего вешества. другие компоненты. часто называют реактивами. Например. 
диметилглиоксим как реагент на никель часто называют рсагентом Л.А. Чугаева в память из- 
вестного русского апалитика. открывшего эту реакцию. Но смесь реагенгов. применяемая для 
обнаружения и опрелсления нитритов, называют реактивом Грисса-Илосвая. 

Важнейшие характеристики аналитических реакций и методов. Желая дать характеристику 
люоой аналитической реакции или меголу определения элемента. вещества и т.д.. исобхолимо 
учесть. какое минимальное количество вещества можио обнаружить вообще и какова належ- 
ность этого действия в присутствии других сопутствующих всшеств. Характеристиками этих 
особенностей являются предел обнаружения и избирательпость реакции или метола. Предел 
обнаружения — наименьшее количество вещества (масса или его минимальная концеитрация), 
которые могут быть обнаружены данным методом при данной техиике эксперимента с опредс- 
ленной доверительной вероятностью. Диапазон определяемых содержаний — область значений 
опрелеляемых солержаний. предусмотреиная данной мстоликой и ограниченная их нижней и 
верхией границами. Верхняя граница (т,. с,) — наибольшее значение количества или концент- 
рации компонента, опрелеляемое по данной метоликс. Естественно, наименьшему количеству 
вещества соответствует и наименьший сигнал, который еще может быть зарегистрирован. Здесь 
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особенно важно не ошибиться. недопустимо как недооткрытие. так и переоткрытие определя- 
емого компонента. В количествеином анализе, связанном с измерением сигнала с помошью 
приборов, эта процедура лостагочно строго описывается с помошью аппарата математической 
статистики. Так. первая ситуация — нелооткрытие — есть ошибка 1-го рода: чрезвычайно 
слабый сигнал пробы ошибочно принят за сигнал фона — за шумы, сопровождающие любос 
измеренис. в то время как вторая — персоткрытие — ошибка 2-го рола: достаточно высокий 
уровсиь шумов фона ошибочно приият за сигнал опрелеляемого компонента. Чтобы не лопус- 
тить таких ошибок. нсобхолимо. чтобы наимсныший регистрирусмый сигнал был по крайне 
мере в 3 раза больше погрешности измерения сигнала фона. Соответствующие формулы будут 
приведены лалес. 

В количественном анализе зависимость сигиала от концентрапии определяемого вещества 
называют градуировочной. Очень часто она опнсывается уравнением прямой лннии: тогда 
угловой коэффициент этой зависимости называют чувствительностью. Предел обнаружения и 
чувствительность связаны между собой соответствуюшей зависимостью: чем ниже предел обна- 
ружения. тем более чувствителен метод. Таким образом. это понятия разпыс, хотя на практике 
их часто путают и ошибочно смешивают (см. курс аналитической химии). 

Избирательностью называют возможность непосрелственного определения одного вешест- 
ва. элемента, иона и т.д. в присутствии лругих, сопутствующих ему. Как правило. химические 
аналитические рсакиии недостаточно избирательны. чтобы применять их непосредственно. 
Только строгий и наллежащий контроль пад оптимальными условиями их выполнения может 
обеспечить необхолимую для получения правильных результатов избирательность. По этой 
причинс при провсдении аналитических реакций строго соблюдают все необхолимые условия. 
В количественном анализе ситуация точно такая же. пеобхолимо чтобы все присутствующие в 
пробе компоненты не лавали при выбранных условиях аналитических сигналов и, таким обра- 
зом. не мешали бы измерению сигнала опрелеляемого компонента — элемента. вешества, иона 
и тд. Принято классифипировать качественные реакции по их избирательности. Их можно 
разделить на нсизбирагельные — общие и групповые — и относительно избирательные — част- 
ные и характерные реакиии. Граница между общими и групповыми рсакциями печеткая. Все 
зависит от выбирасмой системы классификации. Тем не менее в рамках как раз эгих класси- 
фикаций групповые и общие реакции используют для разделения смесей веществ или ионов. 
лля того чтобы далес исследовать каждую выделеипую группу отдельно, используя частные и 
характерные реакини. 

Таким образом. избирательность аналитических реакций — категория мобильная. качест- 
венная. но управляемая и. следовательно. исключительно полезпая и широко используемая 
в аналитической практике. Поэтому совершенно необходимо. характеризуя избирательность 
и даже предел обнаружения какой-либо реакиии. непременно указывать, при каких условиях 
выполнена эта реакция. с использованисм какой техники экспсримента это может быть до- 
Стиғнуто. 

Условия выполнения аналитических рсакпий или количествениого опрелелепия искомого 
вешества должны быть оптимальными лля лостижения наименынего прелела обнаружения и 
наилучшей избирагельности. Поэтому всегда необходимо принимать во внимание закис важ- 
нейшие факторы. как природа всшеслва. РИ раствора. паличие комплексообразователей и т.д. 
(см. ниже). 

При определении веществ в растворах предсл обнаружения относят к опрелсясиному объ- 
ему. При проведении качественного анализа для пробирочных реакций предел обнаружения 
указан для объема раствора в | мл. а лля капельных (на полосках фильтровальной бумаги) и 
микрокристалоскопических — лля объема 0.05 мл. поскольку объем одной капли волного рас- 
твора. отбираемой с помощью стеклянной пипетки, примерно равен 0.05 мл. 

Количественным анализом называют совокупность химичсских. физических и физико-хими- 
ческих методов исследования, позволяющих с гарантированной требусмой точностью опреде- 
лять в образце анализируемого вещества количественное содержание отдельных составных час- 
гей или их конценграцию, а также устанавливать содержание примесей в исслелусмом объекте, 
определять содержание микроэлементов в разнообразных объектах. 

Прежде чем выполнять любые количественные химические измерения. пужно провести ряд 
обязательных пронедур. Основные сталии химического анализа (см. гл. 5 и пиже гл. 6): 
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• выбор мстода и способа анализа в зависимости от решаемой проблемы. имеющегося обору- 
дования, времени. уровня опрелеляемого содержания токсикаига и требований к качеству 
результата определения с учетом количества имеющегося образца пробы и се характера; 
полготовка средств измерения и их гралуировка: 
выполнение измерения величины, функционально связанной с количеством определяемого 
компонента, — измерение аналитического сигнала; это измерение должно быть селектив- 
ным. те. относиться только к опрелеляемому компоненту; 

® расчет результатов опрелеления и опенка его качества. прежле всего точности. когда слу- 
чайные погрешности минимальны. а систематические устранены: кажлая стания анализа 
вносит свои погрешности в конечный результат. их необхолимо строго контролировать. 
Количественный анализ всегла связан с процелурой измерения какого-либо свойства оп- 

релелясмого вещества или элемента. Это можст быть. например. испускание или ноглошс- 

ние квантов элекгромагнитного излучения атомами или молекулами исследуемых соединений 

(спектрометрия), измерение потенинала электрода, велнчины диффузионного тока, отвечаю- 

шего эясктрохимическому пропессу, количества электричества, потребовавшегося пля выле- 

ления элемента на электроде. и Т.и. (электроаналитические методы). Можно измерять время 
нахожления различных вещсств в хроматографической системе и. разделяя их. находить время 

и объем улерживания (хроматографические методы). измерять сстественную или навеленную 

ралиоактивность атома определяемого элемеита, возможности чего прелставляют радиоанали- 

тические методы, а также измерять другие парамегры н свойства. Для выполнения этих иссле- 
лований нсобхолимы соотвегствуюиие устройства и приборы. 

Прежде всего лля взятия навески пробы н переведения ее в форму. улобную для проведения 
анализа, — как правило. в раствор — необходимы аналитические весы (механические ры- 
чажные или современные электронные) и мерная посуда (мерные колбы, бюретки, пипетки). 
В ХТА для опрелелсния малых количеств используют чувствительные и избирательные физико- 
химические (инструментальные) мелоды анализа. Кажлый из соответствующих приборов прсд- 
назначен лля измерсния какого-либо свойства. опрелеляющего аналитический сигнал связан- 
ного с природой опрслелясмого вешества, а также его количеством. В современных приборах 
процесс измерения автоматизирован. программируется и контролируется компьютером. 

Измерение аналитического сигнала. Регистрация апалитического сигнала. свилетельствующая 
о наличии искомого компонента в пробе. лает качественную информацию. Измерение инген- 
сивности сигнала — пель количественного опрелсясния. Функциональную зависимость интен- 
сивностн аналитического сигнала от содержания опрелелясмого компонента у = /(с) называют 
гралупровочной зависимостью. Аналитический сигная — интенсивность излучения. поглоще- 
ния. потенциал, ток. плошаль пика и т.д. Обычно сначала по образцам сравнения — эталонам, 
выполнив измерения сигналов. строят градуировочную зависимость (в графическом. реже тиб- 
личном виде). Рассчитывают эту зависимость, как правило, с помошью метода наименьших 
квадратов. Вссіла стремятся к тому. чтобы сс линейная область. описываемая уравнением 
прямой линии, была как можно более протяженной. После измерения сигиала компонента 
в пробе по этой зависимости находят результат определения. Размерность результата опре- 
деления (содержание) может быть прелставлсна как абсолютиос количество в елиницах массы 
(г. мг, мкг, нг, пг), моль (моль. ммоль. мкмоль) или через массовые концентрации и солержа- 
ния (г/л. мг/л, мкг/л. мкг/мл. иг/мл, г/кг. мг/кг, мкг/г. мас.%, об.%, мол.96 н т.д.). В зарубеж- 
ной практике иногда фирмы, произволяшие высокочувствительное оборудование. используют 
не рекоменлуемые ИЮПАК виесистсмные слинины: ррт (часть на миллион). ррЬ (часть на 
миллиард), рр! (часть на триллион): 

1 ррт = 1074 = І мг/кг (или мг/л. мкг/г, мкг/мл): 

Г ррЬ = 1077% = 107 ррт = 1 мку/кг (или мкг/л, нг/г, пг/мл): 

Г рр = 107% = 10-3 ррь = 10 ррт = 1 нг/кг (или нг/л. нг/г, пг/мл). 

Результат аналитического опрелелсния должен быть достоверным и точным. Поэтому он 
всегла есть срелнее арифметическое из некоего множества отлельных измерений. Часто гово- 
рят о среднем из п параллельных измерений. Естественно. каждый результат любого измере- 
ния отличается от своего истинного значення, т.е. характеризуется погрешностями. которые 
образуют некий доверительный интервал, в рамках которого находится искомый результат. Все 
погрешности можно разделйть на случайные и систематические. Для характеристики качества 
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результата анализа применяют приемы математической статистики. если имеющиеся ланные 
позволяют это. Чаше всего практическая ситуация складывается именно так. Таким образом. с 
точки зрения науки об измерениях — метрологии — возникает проблема характеристики качес- 
гва результата онределения как результата измерения. Суть вопроса состоит в том. насколько 
точен результат опрелеления. пасколько он близок к истинному солержанию компонента. како- 
ва погрешность опрелеления и насколько належна сама величина этой погрешности. Ответить 
на эти вопросы можно после обоснования понятия точность». Точность — эго собираельная 
характеристика метода или методики. включающая их правильность и воспроизводимость. Вы- 
раженис «высокая точность» означает, что результаты правильные и разброс данных анализа 
незначителен. Точность характеризуют относительной погрешностью определения в процентах. 

Представление результатов количественного химического анализа. В пособии использованы 
термины. согласующисся с поменклатурными правилами и рскоменлапиями ИЮПАК при 
представлении результатов количественного химического анализа и являющиеся общепри- 
пятыми. Эти правила были учтены при разработке ввеленных в действие межлупародных и 
российских стандартов — пормативных документов. Далее приволятся важиейшие термины. 
сопровожлающие представление результатов количествениого анализа в релакции стандарта 
Российской Федерации ГОСТ Р ИСО-5725(1-6)-2002 и некоторых других важнейших порма- 
тивных документах, действующих с 2002 г. В часгности. разъясняется новый, ранее в отечест- 
венной терминологии не использовавшийся термин «лрецизионность». Для облегчения работы 
с информацией для заинтересованного читателя в скобках приведены и соответствующие тер- 
мины на английском языке. Упомянутый стандарт исходит из определенной модели погреш- 
ностей. Гак. лля результата измерений у: 

у= м+ В + е, 


гле т — общее срелнес значение (математическое ожилание): В — лабораторная составляю- 
щая систематической погрешности в условиях повторяемости; с — случайная составляющая 
погрешности кажлого результата измерений в условиях иовторяемости. 

Осповныс термины. рекоменлованные лля практического использования. 

Измеренное значение: найденное в результате выполнения работы значение измеряемого 
свойства — массы. объема и др. 

Результат: окончательное значение измерсниого или рассчитанного как резульгат аналити- 
ческого опрелелсния парамстра после выполнения всех процелур измерения и опенок. 

Истинное значение (т): илсальное значение результата определения (анализа). которос без- 
упречно характеризует исслелусмый объект при предполагаемом отсутствии погрешностей, от- 
носяшесся ко всей генеральной совокупности измереннй. 

Число измерений (п): общее число результатов измерений в серии. размер выборки. 

Число степеней свободы: число независимых переменных п в выборке минус число связей 
межлу ними: у = п — 1 (или В. 

Доверительная вероятиость: вероятность попалания оценинаемой пеличины в заданный ин- 
тервал: Р = | — м. 

Среднее арифметическое значение: пля серии результатов из п параллельных определений 
Хе Мир ух. 

ЗИ 04 
п 

Среднее арифметическое х являстся оценкой истинного значения и (ири п — оу — р). где 
н — среднее значение теперальнюй совокупности. 

Отклонение: разность межлу результатом измерения и срелним арифметическим 


о И 

О 1 
Размах варьирования; разность между наибольшим и наимснышим значением в выборке 
К =х -х. 

ў тих ттл 


Дисперсия (У или 02): квадрат стандартного огклонения гсперальной совокуиности резуль- 
татов измерсний. Характеризует рассеяние результатов относительно срелнего, то есть воспро- 
изволимость анализа. 

Стандартное отклонение (или среднсс квалратичное отклонение): характеристика рассеяния 
результатов относительно срепнего. Характеризуст. как и лисиерсия У. воспроизволимость ре- 
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зультатов анализа. Рассчитывают как копень квапратный из дисперсии У (то есть из отношения 
суммы квадратов отклонений к числу степеней своболы) со знаком плюс. 


Уа? 
| 
$: = +\у или 5 = +} 


і 
э 
п 1 
гле $ — стандартное отклонение выборки. в отличие от станлартного отклонения всей гене- 
ральной совокупности, обозначаемого д. 
Относительное стандартное отклонение: отношение стандартного отклонения к среднему: 


Огносительное стандартное отклоненис. выраженное в процентах от найденного значения х: 
$(7) = 5.100. 
Погрешность результата: разность межлу результатом определения хи ист инным значением т: 


е = х — т. 
1 1 

Относительная погрешность: отношение погрешности результата е к истинному значению т: 
о-в с 


Систематическая погрешность: статистически значимая разность межлу средним значением 
генеральной совокупности и и истинным или принимаемым за него (опориым) т: 
А = р — т. 
Полная (суммарная) систематическая погрешность: смешение. 
„Доверительный интервал: симмстричный интервал значений (+С или +6), в который с пове- 
рительной вероятностью Р = 1 — а попадает срелнее значение результата: 


КРУ)-5$ 
Уп 


где (Р.У) — критическое значение распределения Стыодента для поверительной вероятности Р 
и числа степеней свободы у; $ — стандартное отклонение: п — число параллельных результатов. 
В качестве примера в табл. 6-2 привелена малая серия значений критерия Стьюдента. 


+С = 


Таблица 6-2. Пределы интсгирования лля 1-распрелеления (выборка) 


у= п — 1 1 2 3 4 5 6 5 
(Р=0.95; у) 12.71 4.30 3.18 2.78 2.57 2.45 3 


При соблюдении всех правил метрологии истинное значение. оцениваемое как математи- 
ческое ожидание п, рассчитывается по формуле: 


Нормативные термины, сопровождающие представление результатов количественного апали- 
за, согласно стандарту Российской Федерации ГОСТ Р ИСО-5725(1-6)-2002 и некоторых других 
важнейших пормативных документов. 

Статистическую оценку характеристики погрениюсти результата анализа определяют путем 
математической обработки массива результатов анализа одной и той же пробы. Статистичес- 
кая оценка характеристики погрешности результага анализа вычисляется только при наличин 
необходимого массива данных. Ее вычисление проводится для установления приписанной пог- 
решности результата анализа или при проведении анализа в исследовательских целях. 

Наблюдаемое значение (обзегуе4 уаіие): значение характеристики. полученное в результате 
елиничного наблюдения. 

Результат измерений (1е51 гезий): значение характеристики, полученной выполнением регла- 
ментированного (т.е. прелусмотренного официальной метоликой. Госуларственным станлар- 
том и т.д.) метола измерений. 
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Выброс (оиШег): элемент совокупности значений. когорый несовместим с остальными эле- 
ментами данной совокупности. что может быть установлено соответствующими тестами. Вы- 
брос исключают из обрабатываемых зпачемий результатов измерений. 

Точность (ассигасу): стеиснь близости результата измерений к принятому опорному (эта- 
лонному. действительному) значению. Опорным значением называют величину, используемую 
в качестве согласованной для сравнения с ней полученных результатов. На практике за опор- 
ное значение, как правило, принимают математическое ожидание результата определения, т.е. 
срелнес значение заданной совокупности резульгатов измерений. Однако за опорное значение 
можно принять и теорегическую величипу. найленную п результате научно-исслелорательской 
работы. или значение. эттестованное напиональными нли межлунаролпыми организациями. 

Правильность (пгиепеху): степень близости среднего значения. полученного па основании 
болышой серии результатов измерений. к принятому опорному значению. Показателем пра- 
вильпости является значение систематической погрешности. Естествепио, чем она меньше, 
тем выше правильность. 

Систематическая погрешность (Бах): разность межлу математическим ожиланием результата 
измерения и истинным или (в его огсутствие) принягым опорным значением. В качестве со- 
ставляюших систематической погреиности выделяют неискаюченную систематическую погреш- 
ность. обусловленную несовершенством реализации принятого принцина измерений. погреш- 
ностью гралуировки применяемого средства измерений и лр. Если математическое ожидание 
систематической погрешиости известно. то в результат измерений вносят соответствующую 
поправку. Например, если систематическая погрешность пропорциональна значению изме- 
ряемой величины, то с нелью исключения ее влияния используют поправочный множитель 
(числовой коэффициент — сомесцоп Растог). 

Систематическая погрешность лаборатории (1аБогатогу Маҳ): разность между математическим 
ожиданием результатов измерений в отдельной лаборатории и истинным (в отсутствие — при- 
нятым опорным) значением измеряемой характеристики. 

Систематическая погрешность метода измерений (Ыоау оГ йе теазигетени тешой): разность 
между математическим ожиданием результатов измерений. полученных во всех лабораториях. 
применяющих данный метод. и истинным (принятым опорным) значением измеряемой харак- 
теристики. 

Лабораторная составляющая систематической погрешности (ЈаБоғаѓогу сотропепг оў Мах): раз- 
ность между систематической погрешностью лаборатории при реализании конкретного метода 
или методики измерений. и систематической погрешностью метода измерений. 

Прецизионность (рғесіѕіоп): степень близости друг к другу независимых результатов измере- 
ний, полученных в конкретных регламентированных условиях. Этот термин является новым 
дан отечественных химиков-апалитиков. Пренизионность зависит только от случайных погрени- 
ностей и не имеет отношения к исгинному или установленному значению. Меру пренизион- 
ности выражают в терминах неточности и вычисляют как стандартное отклонение 5. 

Независимые результаты измерений для оценки прецизионности получают способом. на кото- 
рые не оказывает никакого влияния никакой прелшествуюший результат. Крайними случаями 
совокупностей таких условий являются условия повторяемости и условия воспроизводимостни. 

Повторяемость (гереабйиу): препизионность в условиях повторяемости, иногда на практи- 
ке называемая сходимостью. 

Условия повторяемости (сходимости) (герема Бу сопайопз): условия, при которых незави- 
симые результаты измерений получают одним и тем же способом н тем же методом на идеп- 
тичных объектах исследований. в одной и той же лабораторни. одним и тем же оператором. с 
использованием одного и того же оборулования. в пределах короткого промежутка времени. 

Стандартное (среднеквадратическое) отклонение повторяемости (сходимости) (тересарИйу 
Уапааға деуаноп): стандартное (среднеквадратическое) отклонение результатов измерений. но- 
лученных в условиях повторяемости п являющееся мерой расссяния результатов измерений в 
этих условиях. Дополнительно для этой же пели вволят понятия: «дисперсия повторяемости» 
($7). «коэффициент вариации». «относительное станларгное отклонение» в качестве характе- 
ристик рассеяния результатов измерений в условиях повторяемости. 

Воспроизводимость (гергодис1ФИпу): пренизионность в условиях воспроизвочимости. Воспро- 
изводимость результатов опрелелений и лизлизз зависит не только от процедуры выполнения 
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анализа, но и от однородности и устойчивости характеристик знализируемой пробы разброса 
характеристик анализируемых проб, отобранных лля пронеления анализа. 

Условия воспроизводимости (тергодисФИйу сопашопѕ): условия. при которых результаты из- 
ысрений получают одним и тем же методом. на идентичных объсктах. в разных лабораториях. 
разными операторами, с использованием различного оборулования. 

Стандартное (среднеквадратическое) отклонение воспроизводимости (герғойисіБійу яапаага 
Земапоп): станпартное отклонение результагов измерений, полученных в условиях воснроизво- 
лимости. Гаким образом, этот параметр есть мера рассеяния результатов измерений в условиях 
воспронзволимости. Действуя аналогичным образом. можно рассчитать лисперсию воспро- 
изволимости {5,”) и коэффипиеит вариации в качестве характеристик расссяния резульгатов 
измерений. находимых лля условий воспроизволимости. 

Предел воспроизводимости (герго4исаЪИйу йти): значение. которое с доверительной нероят- 
ностью Р = 95% не превышается абсолютной величиной разности межлу результатами двух 
измерсний. полученными в условиях воспроизводимости. 

Стандартное отклонение погрешности результата анализа или определения (яапдага деуіапоп?: 
возожительный квадратный корень из значения дисперсии погрешности результата анализа. 

Относительное стандартное отклонение погрешности результата анализа (гемйуе яапаагд 
зеапоп): отношение стандартного отклонения погрешиости результата анализа к абсолютно- 
му значению результата анализа. 

Аттестация методики анализа (хайдапоп): пропедура установления (подтверждения) соот- 
эетствия метолики апализа солержащимся в ней метрологическим характеристикам. Выполня- 
ется органами Госстанларга Российской Фсдерании (см. гл. 5.8). 

Показатели качества результатов анализа или определения: точность. правильность. препи- 
звовность в условиях повторясмости (сходимости) м воспроизводимости. 

Протокол анализа (рғоюсо! оГ ана): покумент, содержащий результат анализа, а также 
арутую нсобхолимую для сго правильчого и однозначного понимания информацию. Протокол 
анализа можст быть выполнен на любом носитсле (бумажном. электронном). Требования к 
созержанию протокола установлены в ГОСТ Р ИСО/МЭК 17025-2000. 

Сертификат химического состава: локумент. удостоверяющий состав объекта апалитическо- 
мослелования илн определения отдсльного компонента в нем, в отдельных случаях также сго 
структуру и/или свойства объекта как результат выполненной работы. 

Качество результата химического анализа: результат количественного химического анализа 
свалывают с качеством пробы, которая по составу должна быть как можно более близкой ис- 
слетусмому объекту, и с метрологическими характеристиками метода анализа и методики кон- 
«тного зналитического определения. Погрешность пробоотбора виосит свой вклад в общую 
легрешность результата. что выражается формулой: 


2 2 
5 5 
р Е: ВР 
т тов 
ВЕ ғ — дисперсия среднего результата. я — погрешность пробоотбора. Е погрешность ана- 


шиза. т — количество проб. п, — количество параллельных определений. 

Важнейшей характеристикой метода количественного анализа являстся прелсл обнаружс- 
нна. то ссть наименьшая кониентрация определяемого всшества. при которой регистрируют 
сигнал. належно отличимый от сигнала фона. Это отличие устанавливают с заланной веро- 
ивостьзо Р. Теория обосновывает величину Р = 99.87%. В этом случае предел обнаружения, 
навример компонента А — с(А),, можно найти по формуле Кайзера: 


ыин* 


Уо +30, 
(А) инь = А р 
све у,— сигнал фона: с, — погрешность измерения сигнала фона; А — коэффициент чувс- 


яытельности — тангснс угла наклопа гралуировочной кривой. Таким образом. чем более 
чтэствителен метоя, тем болыне коэффициент чувствительности и тем меньше прелся обна- 
тужения. Чем прогяженнее линейная область гралуировочной кривой, тем лучше. поскольку 
виэбжфициент чувствительности будет сохранять свое значение постоянным во всем рабочем 
Бара юнс. 
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Разумеется. измерение аналитического сигнала лолжно быть селсктивным и специфичным. 
т.е. прибор лолжен откликаться только на опрелеляемый компонент пробы и не испытывать 
влияния всех прочих составляющих, в том числе и матрины. Селективность мстола сильно за- 
висит от сго приролы и правильного выбора условий определений. Эта сторона аналитического 
процесса полжна всегла строго контролироваться. 

Для того чтобы результаты опрелелений были точными, правильными. воспроизволимы - 
ми и препизионмымн. нсобхолимо их сравнивать с результатами апализа, полученными с га- 
рантировано установленными погрешиостями. особенно важно минимизировать или учесть 
систематические погрешности. Это приводит к необходимости нспользовать стандартные об- 
разцы состава, т.е. образцы реальных веществ и материалов, химический анализ которых был 
выполнен с особой тщательностью. различными прецизнонными методами. с хорошо гомо- 
тенизированными иробамн. Стандартные образцы прелназначсны для гралуировки. иронерки, 
калибровки аналитических приборов. а также осуществления контроля качества всшеств и 
материалов. С практической точки зрения стандартные образцы состава можно разделить на 
адекватные и неадекватные по отношению к пробе. Алекватныс стандартные образны наиболее 
приближены по химическому составу к анализируемой пробе. Они необходимы при исполь- 
зонании аналитических методов. чувствительных к посторонним компонентам пробы. Так об- 
стоит дело. например. с ренттсиофлюоресцентным метолом. В отличие от него аналитические 
методы. имеюншие дело с прелварительным переведением пробы в раствор. например атомно- 
эмиссионная спектроскопия с инлукгивно связанной плазмой. обычно не требуют применения 
алекватных стандартных образцов (см. гл. 6.4.3.). Это позволяет сушественно сократить число 
используемых станлартиых образцов. 

Результаты анализа образца стандартного состана часто используют в качестве принятого 
опорного значения. Опо служит в качестве согласованного лля сравнения с получаемыми ре- 
зультатами при анализе неизвестных проб. Если стандартные образны недоступны, в качестве 
принятого опорного значения используют математическое ожидание измеряемой характерис- 
тики. т.е. срелнее арифметическое значение заданной совокупности результатов анализа (как 
и было показано выше): 


х=-)х. 
п 1-1 

Разность между математическим ожиданием результата измерений и истинным (или в его 
отсутствие принятым опорным) значением характеризуют систематической погрешностью. 
Поэтому удобно определить точность кзк степень близости результата измерений к принятому 
опорному значению. С лругой стороны. если говорят о степени близости к принятому опор- 
пому значению среднего значения. полученного на основанни большой серии результатов из- 
мерений, то нспользуют параметр правильность. Показателем правильности является значение 
систематической погрешности. 

Качество работы аналитика передает степень близости друг к другу независимых результа- 
тов измерений, полученных в конкретных оговоренных на практике условиях. которую. как 
указывалось. называют прецизионностью. Прецизионность зависит только от случайных но- 
грешностей. Поэтому меру прецизионности выражаюг в терминах неточности и вычисляют 
как стандартное отклонение. Станларлное отклонение елиничного определения вычисляют по 
формуле (как и было показано выше): 


гле п — число параллельных опрелелений. Стандартное отклонение среднего арифметического 
нахолят. используя выражение (как и было показано выше): 
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Если независимые результаты измерений получают одним и тем же способом и тем же мс- 
голом на иленгичных объектах исслелований. в олной п той же лаборатории. олним н тем же 
оператором. с использованием олного и того же оборудования. в прелелах короткого промс- 
жутка времени (т.е. соблюдают условия повторяемости). то прецизионность. найденную при 
этих условиях. называют ловторяемостью. Ес характеризуют (как и было показано выне) сман- 
дартным (срелнеквадратическим) отклонением повторяемости (или сходимости) (8): 


бж 

Пренизионность можно понимать несколько шире. когда результаты измерений получа- 
ют одним и тем же методом. на идентичных объектах. но в разных лабораториях. разными 
операторами. с использованием различного оборудования. Перечень этих параметров называ- 
ют условиями восироизволимости. Слеловательно. воспроизводимость — это препизнонность. 
охарактеризованная в условиях воспроизводимости. Для характеристики меры рассеяния ре- 
зультатов измерений в условиях воспроизводимости используют стандартное (среднеквадрати- 
ческое) отклонение воспроизводимости (5,). т.е. стандартное огклонение результатов измерений. 
полученных в условиях воспроизводимости: 


$ Е ИХ. 

При нахождении нараметров воспроизволимости важно использовать такую совокупность 
полученных результатов, которая не солержит выбросов — резко выделяющихся значений. 
несовместимых с остальными данными. Выбросы устанавливают с помощью соответствую- 
ших статистических тестов (Манделя и Кохрена). При соблюлении вссх условий метрологии 
вычисляют доверительный интервал А аля среднего значения. в прелелах которого с заланной 
вероягностью (злесь обычно Р = 0.95) нахолится истинное значение (как и было показано 
выше) при учтенной систематической погренности. оцсниваемос как математическое ожи- 
лание в: 


о = (Ру ):5 = Зи) и. слеловагельно. и = = =) = РУ). 
Ул Уһ 
гле Р.м) — критерий Стьюлента, описывающий распределение результатов относительно 


среднего. найденного по иеболыной выборке этих результатов: находится по таблицам лля 
доверительной вероятности Р = 0.95 и числа степеней свободы у = м — 1. 

Физико-химические методы анализа (ФХМА). Результаг измерения характерисгических 
свойств в ФХМА — сигиал — несет в себе качественную и количественную информацию 
об опрелеляемом веществе. его элементном. изотопном. молекуляриом и фазовом составе. 
Отклик прибора. измерясмый аналитиком, называют сигиалом. Аналитический сигнал мо- 
жет измеряться непосредственно при прямом изучении объекта. что. однако. возможно очень 
редко. или (сганлартная ситуация) после проведения пробоподготовки. связанной, например, 
с перевелением пробы в гомогенный раствор. и. если нужно. провелением соответствующей 
аналитической реакции. Достоинства ФХМА состоят в низких иределах обнаружения. высокой 
чувствительности. избирательности (селективности). быстроте определения. возможности ав- 
томатизании, осуществления дистаннионного анализа, неразрушающего анализа 1 т.д. 

Градуировочная зависимость. Для получения количественной информации в ФХМА нсоб- 
ходимо установить градуировочную зависимость. отражающую функциональную зависимость 
интенсивиости сигнала от концентрании определясмого компонента при подлерживаемых 
постоянными оптимальных условиях выполнения определения избранным метолом. Сначала 
приготавливают или используют спспнальпо приготовленные и аттестованные стаплартныс 
образцы состава. солержашие опрелеляемые элементы в разных количествах, отвечающих ожи- 
лаемым в пробе. Далее измеряют сигналы вссх этих образцов 5. Из результатов измерений 
нахолят гралуировочную зависимость в виде уравнения прямой линии (представлено в соот- 
ветствии с рекомендациями ИЮПАК): 

у= Гб). 
Ех) = В+ $ = В+ Ах, 
у=В+ Ах +е. 


274 Глава 6 


где у — измерсиный сигнал. рассматриваемый в качестве зависимой переменной; Е(х) — гралун- 
ровочная зависимость, выраженная в математической форме как уравнение прямой линии; х — 
концентрация каждого определяемого компонента, рассматриваемая в качестве независимой 
переменной; А. В — нараметры уравнения прямой линин. представляющие соответственно 
коэффициент чувствительности и сигнал нулевой линии; с, — погрешность измерения сигнала. 

Погрешность с, оценивается как случайная величина лля срелнего арифметического, равно- 
го нулю. при огсутствин смешения и характеризуется станлартным отклонением 5. Параметры 
уравнения прямой опепиваются с помошью стандартных способов математической статистики 
(см. выше). 

Коэффиниент чувствительности А, строго говоря. — первая произволная фупкиия от сиг- 
нала у по концентрации х: А = ду/9х. Этот тезис оказывается полезным, если зависимость 
сигнала от концентрации булет нелинейной. 

Предел обнаружения и предел определения. Естественно. на ФХМА в полной мере расиростра- 
няются рассмотренные ранее обшие положения количественного анализа. касающиеся прелела 
обнаружения. измерения аналитического сигнала. качества результатов химического анали- 
за. Можно сделать одно дополнение. Из уравнения. связыпакинего сигнал с коннентранией, 
вилно. что проблема возникнет тогда. когла конпентрация будет очень низкой и прилется 
решать вопрос об использовании методов математической статистики. Предел обнаружения — 
величина вероятпостпая. Возникает разумный вопрос о погрешности. с которой эта величина 
может быть установлена. Как было показано выше. пределу обнаружения 


Уо + 36% 
ХА) = А 
где в, — погрешность измерения сигнала фона, отвечает наименьший измеряемый сигнал. 
і] 


равный у, + 3с,. Допустим для простоты, что средний сигнал фона статистически незначимо 
отличается от 0. т.е.. что у, = 0. Этой ситуации отвечает соответственный сигнал нулевой линии 
В = 0. Тогда относительная погрешность $. с которой этот сигнал. слеловательно. и с(А) 
могут быть установасны. составит: 


5 = 00.1009 = 33% 
0 

Это теоретическая погрешность только измерения наименьшего сигнала и эквивалентной 
ему копиентрации, но без погрешности отбора пробы и выполнения процедур пробополго- 
товки. Так что реальшо погрешность будет даже больше. Конечно, такая погрешиость пе мала. 
Когла можно пойти на это? В том случае, когда лучше выполнить определение с погрениюстью 
в лесятки процентов. чем не выполнять его вовсе. Для того чтобы отойти от таких больших 
погрениюстей в ФХМА нспользуют понятие о пределе определения. когда погрешности измере- 
ния сигнала составляют елинииы процента (иногла и лойи его в зависимости от метола). Это 
пожелание можно записать в виле формулы, подобной полученной при определепии прелела 
обнаружения, отанчаюлнейся тем, что за прелел опрелеления можно принять сигнал, превыша- 
юший погрешпость измерения фона на порялок. Поэтому прелел определения: 


Уо +10-с, 


А 

Таким образом, концентрация. отвечающая пределу определения, — это область, с кото- 
рой начинается стандартный количественный химический анализ. выдающий результаты с 
погрешностями. отвечающими как паспортным данным прибора. так и соответствующим нор- 
мативам качества метолик анализа. 

Подтверждение аналитического метода. Цель пожтвержления метода — это доказательство 
соответствия данного метола своему назначению ин пригодности для решения конкретной ана- 
литической залачи. Необходимо установить рабочие характеристики и ограничения метода. 
способность правильного обнаружения при наличии мешающих веществ в матрице пробы и 
точность. лостижимую при использовании данного аналитического метода. Подтверждение 
проводится для качественного и количественного опрежелення анализируемых токсикантов 
при разработке новых методов и метолик для решения конкретной задачи, пересмотре исполь- 


с(А) опред = 
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зуемых метолов н методик с пелью их улучшения или в связи с изменением аналитической за- 
дачи. использовании другого измерительного оборулования или методик. а такжс обнаружении 
изменсний рабочих характеристик мстола. 

Для качественного опрелеления используются такие параметры. как идентичность обнару- 
жения и селективиость/спенифичность мегола, предел детектирования. устойчивость метода 
по отношению к изменениям аналитических условий. 

При проведении количественного анализа, помимо указанных выше, используют и другие 
характеристики: предел количественного обнаружения, рабочий и линейный дианазон измеря- 
емых концентрапий. правильность измерений. прецизионность измерений. неопределенность 
{ неточность) измерений. связанная с установлением допуска па результаты измерения; а также 
степень извлечения, характеризующая полноту извлечения анализируемого вещества из матри- 
цы пробы. Приведем некоторые примеры. Подтверждение идентичности — это показательство 
того. что полученный при измерении сигиал обусповлен имснно апализирусмым вешеством 
(по не подобным) н не носит случайного характера. Так. при ндентификации анализируемого 
вешества метолом масс-спектрометрии (МС) получают олнозначный результат. не требуюший 
дополнительных способов подтверждения илентичностн. Другая ситуация возникает при ис- 
пользовании метолов газожидкостной хромагографии (ГЖХ) пли высокоэффективной жидкост- 
ной хроматографии (ВЭЖХ). Илентификация элюпруемого пика должна быть нровелена на 
сооткетствие апализируемому вешеству. Для этого существует стандартная пронелура. которая 
предусматривает сопоставление результатов хроматографического и масс-сисктрального ана- 
лизов набора из 5 проб биообразца (например, мочи). каждая из которых содержит по олному 
из выбранных для эксперимента нешеств. 

Надежность измерений в присутствии мешающих вешсств в матрице пробы оцепивают по 
таким параметрам. как селективность и специфичность (или 100% селективность), с использо- 
ванием стандартной процедуры анализа бланковых (иесодержаших определяемые вещества) и 
содержащих определяемые вещества проб (не менсе 5 в каждой групис). Есаи на какой-либо 
из 5 хроматограмм бланковых проб на определенных ес участках заметны пики при соотно- 
шении сигнал/шум > 3:1, то метод нуждается в доработке; в противном случае селективность 
считается приемлемой. 

При оценке устойчивости мстола опеннвается вклад как пробоподготовки, так и измере- 
ния апалигического сигнала с помощью соответствующего оборулования. рассматриваются 
параметры метола и выбираются тс. которые могут значнгельно повлиять на качество анализа. 
Если анализ проводят на современном оборудовании (метолы ГХ-МС. ВЭЖХ. ИК-Фурье- 
спектрометрия. ЯМР-спектрометрия и др.), глс парамегры метода нахолятся под жестким ком- 
пьютерным контролем, исключаюшим влияние человеческого фактора. то любые отклонения 
легко выявить на этапе контроля качества анализа. Поэтому подобные метолы слелуст считать 
устойчивыми и не принимать в расчет устойчивость метола при оценке неопределенности ре- 
зультатов измерений (см. ниже). 

Предел количественной оценки (минимальной концентрации вещества, которую можно из- 
мерить © приемлемым уровнем повторяемости и правильности) используют при определении 
рабочего диапазона измеряемых копцеитраций. Нредел количественной оценки (1.0) для хро- 
матографических мстодов определяегся по следующей формуле: 

Ш = 4 +105. 
10 
где 2 — предел детектирования, А, — средняя площадь ника анализируемого вещества по 10 
пробам, $ — стандартное отклонение. Полученный предел количественной опенки используют 
как начальную точку рабочего участка диаиазона измеряемых концентраций. 

В количественном анализе любой метод должен иметь рабочий дианазон концентраций 
анализируемого вещества. в котором сираведливы проведенные измерения. Нижний предел 
рабочего диапазона — это прслел количественной оиснки. верхний предел диапазона зависит от 
возможностей аналитического оборулования, на котором проводятся измерения. В пределах 
рабочего лнапазона может существовать линейный лиапазон измеряемых коннентраций. На- 
аичие линейного лиапазона сушественно упрощает калибровку. так как позволяет проволить 
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се по одной точке с расчетом коэфуиниента наклона линейного участка. В спспиальной мето- 
лической лнтературе приводятся стандартные процедуры определения этих характеристик ляя 
различных методов. Гранины рабочего и линейного лиапазона кониситраний. коэффиниент 
наклона линейного участка характеризуют возможиости и ограничения метойв. 

Точность теслируется оирелеленными процедурами (см. выше). Точиосгь измерений вы- 
ражается также одной величиной. учитывающей вклад значимых пронедур анализа в общий 
результат измерения и называемой неопределенностью измерения. Неопрелеленность измере- 
ния описывает диапазон значений возможного результата измерения в виле одного варамстра 
(обычно срелнеквалратнического отклонсиия нили ловеригельпого интервала). При расчете пе- 
опрелеленности измерения лолжны учитываться все смисственпые возлействия операпнонных 
процедур на конечный результат намерения. Основными составяяюиншими неопределенности 
измерения являются: 

• пренизнонность резульгигов измерении; 

• постоянное смещение и его неонределеиность. учитываюшая как смещение результата из- 
мерения, так и неопределенность значения коннентрапии используемого стандарта; 

• пеопрелеленность. связанная с пробоподготовкой и ириготовленисм стандартизнпованных 
образнов; 

• любме сушественные операционные эффекты. установленные при тестировании устойчи- 
вости метода. 

Повторяемость. являющаяся лабораторной оненкой пренизионности метода, зависит от 
величины измеряемого сигпала, следовательно. неопределенность пезультата измерения так- 
же зависит от измеряемой кониентраини. Для объективной оценки неопределенности мелола 
повгоряемость проверяют нутем анэлиза етандартизированного образна с 3 уровнями коннен- 
траций. соответствующими началу, середине и конпу линейного участка диапазона измерения. 
Неопределенность измерения, связанная с прецизионностью резульгатов измерения, опени- 
вается по результатам тестирования пренизпонности. Расширенцую оценку пренизионности 
с учетом пробонодготовки и приготовления стандартизированных образцов проводят слелую- 
шим образом. 

1. На линейном участке измеряемых кониентраний выбирают 3 точки в начале, серелине 
и конце участка и из 3 образнов бланковой пробы готовят станлартизированные образны с 
лобацкой иптерссуюшего вешества в 3 выбранных кониситрациях (9 сгандартизированииах об- 
разиов). 

2. Полученный набор из 9 проб анализируют 5 раз на соответствующем измерительном 
оборуловании. 

3. Для каждого уровия коннентраций по 15 результатам измерений (лля 3 станнартизирован- 
ных образцов) определяют среднюю концентрацию и среднеквалратическое отклонение: 


И 
(С, 24 С ую 


ГЕ 
ТРЕ з 
гле С — копиентрания. полученнзя при одиночном измерении: С, — средняя коннентрация 
анализируемого всиюества ло 15 пробам. 
Неопределенность измерения. связанная с постоянным смешением. опепивастся по резуль- 
итам тестирования правильности метола. Для кажлого уровня концентраций вычисляюлся 
средняя концентрания и средпекнадратическос отклонение 5: 


| 10 А Ы 
12.44 ,-С,) 
5, = |= __6 
| авик" 
гле С, — кониентрания, полученная при одиночном измерении; С == сертифицированное уна- 
чение коннентранин стандартизованиого образиа. 
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В сертификате стандарта указывастся степень его чистоты. что предполагает прямоугольное 
расирелеление вероятности. В этом случае исопределенность. связанная со степенью чистоты 
стаидарта, определяется как: 


гле Р — степень чистоты используемого стандарта. 

Современные методы анализа являются устойчивыми (см. выше) по отношснию к онери- 
инониым факторам. поэтому оцснка неопрелеленности. связанная с устойчивостью метода, ис 
требуется. 

Общая неопределенность измерений опенивастся как: 


или 


Ё ј 5, 2 
а ЕЯ 
и(С,)= Сх МС, С 


гле (С, } — нсонрелелснпость результата измерений: Ср — результат измерения. 

Протокол оформляется в виде таблицы с указанием диапазона измеряемых кониснтраций 
и соответствующих неопрелслсниостей измерения. Для вывола о количестве определяемого 
всшества в пробе также необходима опснка степени извлечения. Станларгным способом онен- 
ки эффективности экстракции являются введение в исходный бяанковый образец добавки с 
изнестной коицентраинсй, провслењис полпого пикла пробоподготовки н измерение кониснт- 
раиии вешества, введенного в виле добавки в анализирусмую пробу. Нслостаток этого способа 
состоит в том. что введенное вещество не удерживастся в матрице так же сильно. как и анали- 
зирусмое при ссгественном присутсгвни в биосубстратс. Это приволит к завышенной оненке 
степени извлечения. Однако этот способ является единственным. который применяется на 
практике. Оценка степени извлечения производится по станлартной методике. 

Степень извлечения определяется лля каждого уровня концеитраций (на линейном участке 
измерясмых концентраций выбираются 3 точки в начале. середине и конце) участка из следу- 
юшего соотношения: 


С, -С, 
———= х 


3 


К(%) = 100. 


где С, — измерениая комиентрания вешества в пробе с лобавком: С, — измерения конпептра- 
ция вешества в бланковой пробе: С, — кониентрания лобавки на данном уровне. 

Алгоритм процедуры подтверждения метода. Многие операнин оценки метода являются 
функиионально идентичными, и результаты онераций по оценке одного из параметров метода 
могут быть использованы для опенки другого параметра. 

Алгоритм происдуры полтверждення метода следующий. 

1. Готовят 5 стандартизированных образнов с побавками по олиому вешеству анаянзируемо- 
го класса с максимально возможным различисм в химической структуре (качественный анализ) 
или один стаплартизированный обрззеи (количественный анализ) со средней кониснтрацией 
добавок и произволят опенку илентичности обнаружения и селективности метола. 

2. Опрелеляют прелел петектирования (качественные и количественные метолы анализа). 

3. Опрелеляют прелел количественного обнаружения. 

4. Опредезяюг рабочий и линейный лнаназоны измеряемой кониентрании. 

5. Проводят 10 -кратный анализ проб с концентрациями. соответствующими началу. середи- 
не и концу линейного участка диапазона. по результатам которого определяют правильпость и 
препизиопность метода. 
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б. Проводят анализ бланковой пробы, которая была использована для приготовления стан- 
лартизипованных образов и по результатам этого анализа и анализа по п. 5 проволяг опенку 
степени извлечения вещества из матрицы пробы. 

7. Из двух образиов различной бланковой пробы (не использованной в н. 5 и 6) готовят 
пробы с концеитраниями. соответстиующими началу, ссрелине и кониу линейного участка 
лиапазона (6 проб). и проводится их 5-кратный анализ. 

8. Случайным образом выбирают 5 из 10 результатов анализа на каждом уровие концент- 
рации по п. 5 (15 результатов). которые вместе с результатами анадиза но и. 6 используют лля 
оценки расширенной повғорясмости в расчета неопределенности измерения. 

В современной практике нередко проводят совместный оценочный эксперимент — меж- 
лабораторный эксперимент. в котором показатели работы каждой лаборагорин опеннвают в 
условиях применения одного и того же стандаргного метода измерений на илеигичном мате- 
риале. Здесь можно упомянуть и о таких нараметрах химического анализа, как затраты на его 
проведение и, таким образом, стоимость получаемой информанин. 

Автоматизация методов анализа. Авзоматизированные системы широко применяю при вы- 
нолиении биохимических исследований. в экологической химни, экотоксикологин (см. гл. 10) 
и других областях, где требуется высокая произнодительность знализя. Антоматизированные 
системы включают нпробоотбор. пробополгоговку. измерение сигнала. сго обработку и сонос- 
тавление с имеющейся базой ланных. Поскольку прихолится обрабатывать много ланных, очень 
улобио пспользовать соответствующую микропроцессорную технику: в сонременных приборах 
компьютер составляет часть прибора. Развизис автоматических метояон анализа стимулируется 
'ювышением надежности и экономичности анализа при уменьшении сто стоимости. оператив- 
ностью получения болыного объема точной аналигической информации. 

Сушествуют два подхода к автоматизаиии аналитических определений в растворах. Реализуя 
первый. стремятся создать автоматический анализатор. который бы полностью или частично 
выполнял обычные аналитические работы. Это сложно и дорого. Более удачным оказался вто- 
рой. принпипиально иной подход. основанный па идее испрерывного анализа. Здесь анализи- 
руемый раствор непрерывно неремешается с помошью неристальтического насоса по жидкос- 
тным коммуникациям прибора. чаще всего это просто система узких пластиковых трубок. При 
этом к нему лобавляются исобхолимыс реактивы и аналитическая реакция протекаст в потоке. 
Определение коннентрании продукта аналитической реакции — аналитический сигнал — осу- 
шествляется непрерывно с помошью детектора. когла участок потока с продуктом реакнии 
проходит сто. Сигнал регистрируется прибором. В этом случас наиболее просто достигаются 
условия, обеспечивающие воспроизволимость провсления аналитических реакций и измере- 
ний. Способ оказался очень удобным. простым и эффективным. Разумсстся. он сочетается 
с автоматическим пробоотборником — устройством. позволяющим антоматически отбирать 
жидкие пробы, осуществлять их смену и иаправлеинс в апализалор. Еше болсе удачным ока- 
зался мегод испрерывного анализа. предложенный в 1974 г. Ружичкой и Хансеном н названный 
ими проточно-инжекнионным анализом (ПИА) (Поу шеспоп апаухіѕ). схема осушествлсения 
которого приведена на рис. 6-1. Проба. инжектированная в поток реагента. всгунаст с ним в 
реакцию и образует. например. окрашениый продукт рсакиии. регистрирусмый лалсс дстекто- 
ром в видс аналитического сигнала. В ПИА чаше весғо используют сисктрофютометрические 
детекторы (производительность до 200—300 проб в | ч). Особенности ПИА. отличающие сто 
от других аналитических метолов: 

е быстрота выполнения (экспрессность) п. слеловательно. экономия рабочего времеин. так 
как отпадаст нсобходимость в выполнении вручную плительтых рутииных аналитических 
операций. связанных с разбавлением растворов. лобивлением реагеитов. с работой на апа- 
литичсских приборах; 
высокая воспроизволимость измерений и. следовательно. надежность результатов анализа: 
осуществление химико-аналитических рсакинй в закрытой в техинческом смысле слова 
проточной системе в отсутствие контакта с лругими вешествами и атмосферой; 

е возможность нспользования неустойчивых реагентов: генерирования их непосредственно в 
потоке: 
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Рис. 6-1. Схема ПИА и пример регистрирус- ^ 
мых пиков. И 
1 — раствор реагента: 2 — перистальтичсский а ы 
насос: 3 — смесительная спираль; 4 — проточ- 5 


ра: 5 — регистратор: 6 — слив. Внизу — вил 
регистрируемых пиков. а — ввод стандартов; 
6 — пробы. 


ная кювета спектрофотометрического детекто- | 


Время > 


» экономия лорогостояших аналитических резгентов, на анализ кажлой пробы расходуется 
100—300 мкл раствора реагента: 

• большая гибкость в создании новых схем автоматического анализа; возможность использо- 
вания различных параметров пика — высоты, площади. ширины — лля определения кон- 
иентраиии. 

Способ используют при мониторииге за здоровьем нассления в эколого-токсикологических 
или санитарно-гигиенических исследованиях. например при химических катастрофах. 

Информационная эффективность методов анализа и их общая оценка. Качество результата 
определения лолжно быть оценено с точки зрения его погрешностей и должны быть охарак- 
тсризованы надежность. качество этой погрешности. Поэтому. согласно разработкам в этом 
области. из которых принципиальные присутствуют в соответствующих современных пормё- 
тивных документах, необходимо учитывать следующие парамстры качества анализа: 

» качество пробы и пробоподготовки: 

» предел обнаружения и предел опрелслення: 

» чувствительность; 

» селективность (специфичность): 
линейную область градунровочной зависимости: 
точность; 

• препизионность в условиях воспроизводимости и сходимости; 

• правильность (мера правильности): 

робастость — устойчивость результатов к небольшим колебаниям внешних условий: 

затраты н стоимость одного анализа; 

• информацию. 

В зависимости от конкретной ситуация оценка и значение этих парамстров могут приобрес- 
ти характер своеобразных лингвистических переменных. которые в принципе также могут быть 


280 Глава 6 


охарактеризованы математически. Все многообразие характеристик можно свести к олному ип- 
гегрпруюшему показателю в числениой мере. Общий иитерсс прелетанляют такие параметры. 
как время. нсобхолимое лля выполисния анализа. точиость получаемых результатов и разре- 
шакиная способиость метода. Аппарат хемометрики — пограничной области изуки, п которую 
входят статистика. зналигическая химия и методы вычислительной математики позволяет 
подойти к решению проблемы с точки зрения теории информанни. нехоля из уравпспия Шен- 
нопа. Гак. в качественном анализе возможны только два вывола: компоиеит присутствует или 
отсут туст. Поэтому в качественном апализе максимальное получаемое количество инфюрма- 
ции Н, = 102,2 = | составит | биг (ог магу Фей — авоичная елинииа измерения количества 
информанин по Шеннону). В количественном апализс учитывают конкретные особенности 
мстола анализа, например время выполнения определения, разрешиющую способность мето- 
ла. рабочий лнапазон измеряемых концентраций и лругис. Поэтому объем информации 1 в 
битах. предоставляемой методом анализа. может быч», оценен по следмощей более сложной 
формуле: 


1 МЕ г 2с 7 ин ор. (д: — Хыин )\ ПА баа 


ТА А, 2 5, хуле 
где г — имеющееся в распоряжении аналитика время; г, — время. необходимое аля выпоянения 
анализа данным меголом (при п, параллельных): 5... <„, — диапазон нзмеряемых свойств; 
<: — полуширина сигнала; х, х, — интервал измеряемых концентраций; 5, — случайная 
погрениюсть; Іор, — двоичный логарифм. 

Таким образом. если качественный анализ способси предоставить только | бит информации. 
м химические методы. например гравимстрия и титримстрия — один-два бит информации, 
атомный эмиссионный анализ и рентгеновская спектрометрия — уже сотни бит. а масс-спектро- 
метрия — тысячи бит. Это объясняется тем, что в современных приборах велик диапазон изме- 
ряемых сиғналов и лнапазоп измеряемых солержаний — ло 5—6, а точиость очень высокая. 

При веесторонией оценке метода анализа немалую роль играет и сзоимость. которая скла- 
дывастся из всех действительных затрат (амортизация аппаратуры. стоимость материалюв. 
энергии. заработная плата и т.д.). Поэтому отношение количества полученной информации к 
затратам может характеризовать рентабельность метола анализа. С точки зрения рассмотрен- 
ного ниформациопного подхода болышему лианазопу определяемого содержания при прочих 
равных условиях отвечает и ббльшая информационная эффективность мегола. Физико-хими- 
ческие методы анализа имеют прининпиально более низкие пределы обнаружения и песрав- 
нейно более эффективны. чем классические химические метояы (гравиметрия и титримет- 
рия). Информационная мошь таких гибрилных методов. как ГХ-МС пли ВЭЖХ-МС-ЯМР (см. 
гл. 6.3.3, 6.4.2.). имсет значительные преимущества при единовремениом лыполнении сравни- 
тельных исследоваций болыного числа опредслясмых аналитов. 


6.2. ИММУНОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИКАНТОВ 


Отличить свое от чужого — главное условие жизин. 
Ф.М. Бериет 


6.2.1. Классификация и сущность иммунохимических методов 


Теория селекиии клонов австралийского исслелователя. лаургита Нобеленской премии 
Ф.М. Бернета (1599— 1955). лала ответ на вопрос. почему. попалая в организм. зитигсн вызы- 
вает синтез именію тех антител. которые спенифично реагируют только с пим. 

Бериет утвержлал. чго одна клетка синтезирует лишь озин тии антител. которые локали- 
зуются на ее поверхности. Последующие экснеримснгы полностью подтвердили положение о 
том, что антитела формируются до и независимо от встречи с антигеном. 
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Предназначение аптигена заключается в том. чтобы отыскать нужную клегку. несущую на 
свосй мембране антитело. реагирующее именно с ним. а затем активировать эту клетку. Ак- 
гивированный лимфоцит вступает в деление и лифференцировку, что приводит к возникно- 
вению из одной клетки 500—900 генетически идентичных клсток (клонов). синтезирующих 
один и тот жс тип антитсл. способных спеннфически распознавать антигси и сослиняться є 
НИМ, 

Имчупохимические методы (ИХМ) анализа на протяжении исскольких десятилетий успеш 
по применяются лля обнаружения вирусов, токсииов, гормонов, лекарственных препаратов. 
паркотиков. экотоксикантов в биосредах человека и жинотных. ИХМ используются в различ- 
ных областях медипины, микробиологической и пищевой промышленности, сельском хозяйс- 
тве. В 1977 г. локтор Ялов получил Нобелевскую премию в области медицины за развитие и 
совершенствованне апалитического метода, основанного на принииие радиоиммунодогичес- 
кого анализа (РИА). 

ИХМ основаны на связывании опрелслясмого соединения со специфическими аптителами, 
полученными специально на дашный аналит, и дальисйшей детекции образовавшихся комп- 
лексов с помошью различных меток и мстолов опрелеления. 

В основе ИХМ анализа лежит обратимос псковалентнос связывание антигена со снепифн- 
ческими антителами. Эта реакция полчиняется закону лействующих масс: 


К 
| 
Ако + м <-> Аг:Ат, 
(своболные компоненты) К, (связанная фракция) 


гле Ат — специфические антитела: Аг — антиген; АГАТ — комплекс антиген—антитело: К, — 
константа скорости образования комплекса. К, — константа скорости диссоциации комилекса. 

Резкния обычно протскаст ло установления в системе равновесия. когда коннентрации ан- 
тигена. присутствующего в своболной и связанной фракниях. остаются постоянными. Реакция 
антигена с антителом используется для определения копцептрации одного из этих реагентов. 
Ялтиген — ваисство, способное вызывать биосинтез спеиифических антител (высокомолс- 
кулярные вешества — белки. полисахариды и т.д.). Иммуногенность — способность вызывать 
нымунный огист. Аняшеенность — способность образовывать комплексы с антителами. Анпи- 
генная детерминанта — функциональные грушы на поверхноси антигсиа. Антитела — спе- 
иифические антитела крови (иммуноглобулины). 

Поликлональные антитела — гетсрогеиные по структуре активного центра и физико-хими- 
ческим свойствам. Молоклональные — гомогснные по спеиифичности и физико-химическим 
свойствам. Гаптены — низкомолскулярныс вещества, ис способные вызывать образование ап- 
титсл. но приобретающие пммупогенныс свойства носле коньюгирования с высокомолекуляр- 
ными посителями. 

Антитела являются ключевым компонснтом всех ИХМ. так как именно оин в значительной 
степени определяют чувствительность и сиснифичность анализа. Антитела характеризуются 
наличием в своей структуре спепифических антигснсвязывающих иеитров. которые способны 
с высокой спенифичиостью распознавать молекулы антигена и взаимодействовать с ними. 
Антитела — иммуноглобулины. пролуцируемые лимфопитами млекопитающих в ответ на ицо- 
родные всшества. введенные в организм. Этот биологический фсномен был иснользоваи для 
ввсления опрелелясмых веществ гиперчувствительным животным с послелуюнии сбором сы- 
воротки крови. содержашей сненифичные к этим соединениям антитела. Белки сыворотки 
крови животных. которые спенифически связываются с антигеном. полразделяются на 5 клас- 
сов: 120. М ТВА. ІрЕ и 120. Около 90% иммуноглобулинов составляет 12 (рис. 6-2) — моно- 
мерная форма с двумя легкими пептидными непями и с ляумя тяжелыми пептидными непями, 
связанными дисульфидными мостиками (молекулярная масса 150 000 Д). Часть молекулы. 
называемая Раб-областью. содержит иситилную последовательность. представляющую собой 
область распознавания (связывания) антигсиа. Антитела сненифически связывают аптигены, 
осповываясь па молекулярной структуре аитигсна и просзранствсниойћ ориситации молскул. 

Осповным принципом структурной организации аипиенсвязывающих пентров является 
полинентровая модель. Во взаимодсйствии с антигснами припимаст участие большос число 
аминокислотных осгатков антитела. Для различных систем иммунных комилсксов участок свя- 
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Рис. 6-2. 2С — чономернзя форма с дву- 
мя легкими исптилными цепями (снинй 
и зелсный ивста) и с авумя ляжеными 
пептилными цепями (голубой и песоч- 
ный цвета). связанвыми дисульфилны- 
ми мостиками. Ғаһ-область отмечена 
красным цветом. Пояснение в тексте. 


зывания может иметь форму неглубокой выемки. клипо- или конусообразной полости. Качест- 
во антитела сушественцо влияет на чувствительность и специфичность анализа. Аититела булут 
игнориропать многие вешества. которые не похожи на антигены, но также будут связывать 
мпогие вешества. которые структурио родственны. Связывание структурно родственных ве- 
ществ иазывается перекрестной реактивностью. Малые молекулы (молекулярная масса менее 
2000 Д) не являются антигсиными. поэтому необходимо «обмануть» иммунную систему лля 
стимулирования пролукиии спенифических антител. Для этого перед введением в организм 
животного связывают малую молекулу с большей — аптигенпым компонентом. После получе- 
ния иммуногена проводят иммунизацию животного. Животное булет пролуцировать антитела, 
специфичные к малой молекуле. В зависимости от типа аптитея используют разных животных 
и разные металы иммунизации. Использование антител как природного инструмента распоз- 
навания и выделения анализируемого вещества имеет ряд преимушеств. Антитела легкодоступ- 
ны. могут быть произведены в любом количестве и при небольших затратах. Для проведения 
ИХМ трсбустся настолько малос количество антител, что иммунной сыворотки, например от 
одного кролика лостаточно для определения аналита в болсе чем 5 млн проб. 

Детекнию образовавшегося комплекса антигсн — антитело осушествляют. вводя метку в 
олип из исходных компонентов системы. В иммунозиализе могут применяться различные мет- 
ки. обеспечивающие относительно простую и быструю детекиию, а также необходимую для 
анализа чувствительность. Наиболее удобными для иммуноанализа оказались изотопные. фер- 
ментные. флюоресцентные, парамагнитиые метки. 

ИХМ анализа классифицируют. используя различные сущность метола, стандартные пре- 
параты. характеристики антител, типы применяемой метки. системы детектирования и 1р. 
(табл. 6-3). 


Таблица 6-3. Классификации ИХМ 


Сущность метода Конкурентное связывание: олина антшенная детерминанта на 
определяемом вешествс; анализ выполняется в условнях ограни- 
ченвого количества реагента 
Неконкурентное связывание: на опрелелясмом веисстве должны 
быть две нсиерекрывающисся антиенные детерминанты; анализ 
выполнястся в условиях избытка резгенга 
Нерапновесный режим: используется одна зитигенная лстерми- 
ианта: строго контролируемый избыток релгента 


Применение стандартных препа- В качестас антигенов на твердой фазс; для получения антител; 
ратон лля определения вылелениых гаптенов 
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Окончание табя. 6-3 


Характеристики использусмых Мопо- или поликлональные антитела 
ангител Антитела различиого типа (]2С или ]2М) н полтипа (еСТили 
2С 28а) 


Моно- или поливалентные антитсла 
Моно- или биспенифичсские антитела 
Антитела нативные или полученные химическим 
(генио-ииженерным) путем 
Антиаллотипические или антиидиотнинческие антитела 
Антитела. меченные или связанные с тверлым носителем 
Тип применяемой метки Частицы (эритроциты. латекс) 
Соли металлов (коллонлное золото} 
Ралионуклилы (12) 
Фермситы, кофакторы (пероксилаза хрена, оксидазы) 
Потенииальные люминофоры (эфиры акридина. флюореснеин) 
Элсктрохимичсски активные вещества (лиметиламинометилфер- 
роцеп) 
Способ детектирования Ралиоактивность (РИА) 
Фермситативизя активность (ИФА) 
Интенсивность флюоресненции (ПФИА» 
Мнтенсивиость люминсеисиции (ЛИА) 
Турбодмамстрия и иммуполиффузия (иммуноанализ с использо- 
вавием «частни») 
Элсктрический сигнал (иммуносенсорные метоцы) 
По технике выполнения Жилкофазные и твсрлофазныс 
Ручные. полуавтоматическис, автоматические 
С экстракцией или без нее 
ИХМ. нспользусмыс во вислабораторных условиях (тест-полоски) 
Примечание. ИФА — иммуноферментный анализ: ПФИА — поляризациоинный фляюоресиентный им- 
муноанализ: ЛИА — люминссцентный иммуноанализ, 


Широкое распрострапение срели ИХМ получили ИФА и флюоресиеитный иммуноанализ 
(ФИА), в частности поляризапнонцый флюоресцентный иммуноанализ (ПФИА). 

В РИА образиы (или стаидарты) инкубируются с небольшим постоянным количеством 
опрелелясмого вещества. меченного радиоактивным изотопом (в качестве метки применяют 
тритий, ЧС. 1) и постоянным количеством аптисыворотки. После установления в системе 
равновесия свободную и связанную фракцию разделяют с помошью какого-либо физического, 
химического или иммунологического метода, а затем измеряют ралиоактивность в одной (или 
обеих) фракциях. К достоинствам РИА следуст отнесги высокую точность и спепифичность, 
экспрессность (результаты могут быть получены уже через | ч после поступления образиов), 
малый объем образца. необходимый лля анализа. Однако РИА облалает рядом ислостатков, к 
ним прежде всего относится необходимость работы с ралиоактивными изотопами. которые яв- 
ляются потенциально опасными для здоровья: помимо этого. меченые реагенты вмсеют относи- 
тельно короткий период распала ('1,), что значительно осложняст их произволство и хранение 
и связано с дополнительными расходами при траиспортировке. Использование лорогостояших 
счетчиков для измерения ралиоактивности также препятствует широкому распространению 
этих метолов для мониторинга токсикантов. Кроме того. при проведении РИА необходимо 
осуществлять разлеление свободной и связанной с антителами фракций антигена. 

Иммуноферментные методы анализа 

К настояшему времени разработаны мпогне тсхнологии (варианты) ИФА, которые объедн- 
пяет использование ферментов в качестве мегки н возможность их детсктирования в растворс 
с помошью соответствующих субстратных систем на уровне до 10% М. 

Сушпость ИФА связапа с двумя научными положениями. Первое — заключается в спо- 
собности энзимов н антител. ковалентно или нековалеитно связанных с твердой основой, 
сохраиять свою функинональную активность. т.е. расшеплять субстрат и связывать антигены/ 
антитела; второе— базируется на возможности создания комплекса антитело —фермент в виде 
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копънтгила, сохраиякийсго свою биологическую активность в растворе, при эюм КОНЪЮгГАТЫ 
характеризуются высочайшей специфичностью и чувствительностью. 

Первой стадней в любом варнанте ИФА является узнавание анализирусмого соединеиия 
сиснифичиым к нему зитителом. Вгорая сталия — формирование связи меченного фермептом 
соелинения со снепифическим комилексом или свободными нентрами связывания. Посделним 
обязательным этапом ИФА является трапсформания ферментной метки в соответствующий 
сигпаз. измеряемый различпыми физико-химическими методами. Эта стадия осушестиляется 
реакписй фермента с субсгратами. 

Классификацию ИФА проводят по ряду нараметров: рсагенту, который иммобилизован 
па твердой фазе: реагеиту. в когорый вводят ферментную метку; компоненту системы, кото- 
рый используют для определения; тину анализа (конкурентный или неконкурентный) и лр. 
На рис. 6-3 представлена классификация мстолов ИФА, предложенная Б.Б. Дзантисвым и 
А.П. Осиповым (197). 

Комментируя привслепную классификаиню. нсобходимо отметить слелукиисе. 

1. Для количественной оненки образованшихся иммунных комплексов сушествует лпа поа- 
хола: 

• прямое измерение концентрации иммупных комилексой; 
• опрелеление кониентрации оставшихся свободными, т.е. не вступииших в реакцию. антител. 

2. Классификанию меголов ИФА можно осушествить также но типу реагсигов. исподьлуг- 
мых на первой стадии анализа. Если присутствуют только анализируемое соединение и соог- 
велствующие ему центры связывания (антиген и антитела). то метод являегся неконкурентным. 
Если ма первой сталин анализа в системе одновременно присутствуют зпализирусмое вещество 


Топ і Топ й 
Определение специфического Определение оставшихся 
иммунного комплекса свабодными центров 
авализирувмого совдинения специфического связывания 


ЕЕ: Е 5 


Наконкурентные 


Конкурантные 


Гетерогенные 


Гомогенно- 
Твердо- гатеро- 
фазные генные 


Гомогвнно- 
гэтероген- 
ныв 


Твердофазные 


Различные схемы анализа, основанные ка использования индизидуальных 
меченых или иммобипизованных компонентов иммунохимических реакций 


Рис. 6-3. Классификация методов ИФА. 
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и его аналог (меченое ферментом или сорбированое на тверлой фазе соелинение), конкурнру- 
ющие за имеющиеся центры снепифического связывания. то мстод называется конкурентным 
(рис. 6-4). Принипи этого метода состоит в конкурентном взаимодействии меченого антигена 
и определяемого вещества за ограниченное число центров связывания специфических анти- 
ТС». 

Необходимым условием конкурентного метода являстся недостаток специфических иент- 
ров связывания по отпошепию к суммарной концентрации анализируемого соединения и сго 
аналога. так как в противном случае кажлый процесе образования спепифического комплекса 
может проходнть независимо друг от лруга. а следовательно. определяемая коннентрапия мст- 
ки не будет зависеть от коннентрацин анализируемого соедннения. 

3. Другим принпипом классификапин методов ИФА является их разделение но типу реак- 
пий, проводимых на каждой из иммунохимических сталий. В соответствии с этим все методы 
можно разделить па две групы: гомогенные и тегеротенные (рис. 6-5). Если в ходе анализа 
все стадин. включая ферментативную. проходят в растворе. то метол является гомогенным. 
В нем отсугствуст стадия разлелепия иммунохимических комплексов и свободных компонен- 
тов. Определение концентрации анализируемого соелинения основано на эффекте изменения 
каталитической активносги фермента-метки. возникаюшем при комплексообразовании с ис- 
слелуемым лигандом или центрами специфического связывания. 

В прямом способе. так называемый дігесі Е ЗА. провеления ИФА (рис. 6-6. 6) аптитела 
иммобилизовапы на тверлой фазе. а фермеитная метка вводится в антиген. По этой схеме 
определяемое вешество и меченый антиген добавляют к иммобилизовапым аптитсдам и пос- 
ле инкубации и отмывки носителя от песвязавшихся компонентов регистрируют образование 
иммунного комилскса по ферментативной активности (на твердой фазе). которая обратно про- 
порииональна концентрации опрелеляемого аптигена. Пренмушеством данной схемы является 
небольшое число сталий, что позволяет легко автоматизировать анализ. К нелостаткам схемы 
относятся сложность и неуниверсальность методов синтеза ферментных конъюгатов. а также 
возможное влиянис компонентов образца на активность фермента. Пепрямая схема (так на- 
зывасмый шанса ЕШЗА) с использоваинем мечепых вторичных антител (рис. 6-6. а) является 
олной из наиболее распростраиенных. В непрямом способе ИФА используют мечспыс вторич- 
ные антитела — антивиловые антитела, полученные к иммуноглюбулинам соответствующего 
типа, н иммобилизованный на твердой фазе антиген. 

Так как в ряде случаев прямая адсорбция низкомолекулярного антигсна на поверхности 
полистирольных планшетов невозможна или нежелательна, иммобилизацию проводят через 
макромояскулярный белок-носитсль, который впослелствии прочио связывается с твердой фа- 
зой. Аля этого предварительно получают конъюгат белка-носителя. ковалентно связанного с 
гаптеном. При синтезе конъюгатз белок — опрелеляемое вещество слелуст избегать молифи- 
кации групп. образующих антигенную летерминаиту. Кроме того. лля снижения неспепифи- 
ческих взаимодействий псобхолимо использовать белок и сшивающий агепт. отличные от тех. 
которыс применяли прн синтезе иммуногсна. 


ко о 
в АЯ СЫ № 


Рис. 6-4. Прииции односталийного конкурситного ИФА. 

} — иммобилизованные антитела; 2 — анализирусмый образец; 3 — конъюгат антигена с ферментом 
пероксичазой (Е): 4 — иммобилизованные иммунные комилексы с меченым антигеном; 5 — субстратная 
рсакиия. 
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Рис. 6-5. Технология тнердофазного ИФА (например, определение пестипида). 


Достоинством такой схемы является возможность устранения влияния различных всшеств, 
солержащихся в образие. на каталитические свойства ферментной метки, поскольку анализи- 
русмый образец и меченый реагент вводятся в систему на разных сталиях. Однако такая схема 
анализа усложняет определение анализа по срависнию с прямым методом ИФА из-за введе- 
ния лополнительных стапий. В качестве ферментной метки обычно используют пероксидазу. 
реже — шелочную фосфатазу. иногда — другие ферменты. например В-галактозилазу или 
глюкозооксилазу. В ИФА используют различные вилы детектирования ферментов. наиболсе 
распространены снектрофотометрический, хемолюминеспентный и флююресцентный. 

Для проведения ИФА один из компонентов иммупной реакции обычно иммобилизуют на 
гверлой фазе аля разлелсния связанной и свободной фракпий антигена (гетерогенный метод 
анализа). Основным носителем являются 96-луночные полистирольные планшеты, а также 
полистирольные сферы, магнитные частицы. модифицированные стеклянные трубки, за счет 
которых увеличиваются поверхность и сорбиионная емкость твердой фазы и тем самым нс- 
сколько повышается чувствительность ИФА. Гетсрогснный ИФА даст возможность эффектин- 
но разлелять компоненты аналитической системы перед стадией определения концентрации 
ферментной метки. 

Сушествует несколько техпологий ИФА: ЕЙЗА (епгутс ИпКеб ітптпипоайѕогоепі аѕѕау) — 
метод определения е помощью иммуносорбеигов, связанных с ферментами; ЕТА (епхуте итти- 
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а 


(> 


У — специфические антитела; 


— конъюгат пестицид-белок; 


Непрямой ИФА б Прямой ИФА 


А — пестицид; А = конъгат фермент- пестицид 


у конъюгат специфических антител с ферментом; 


ү - конъюгат фермент вторичное антитело; $ — субстрат; Р – продукт 


Рис. 6-6. Непрямой (а) и прямой (6) мстолы твердофазиого ИФА. Пояснепие в тексте. 


поахѕау) — метод на основе имммюферментного определения; ЕМІТ (епхуте пи@рИеа нити- 
поаѕѕау тесһпідие) — способ, основанный на связи с ферментами, и др. (см. пиже 6.2.3). Пер- 
вые двс молификации (ЕМ5$А и ЕА) — это методы гетерогенного или твердофазпого ИФА, а 
третья (ЕМГТ) является гомогенпым ИФА. 
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Выбор технологии ИФА зависит от конкретной приклалной залачи. на решение которой бу- 
дег направлен этот анализ. В экологическом мониторшие часто необходимо установить лишь 
факт наличия илн отсутствия загрязнякицих вешеств в образцах. причем за ловольно короткое 
время. В других случаях важно определить кониситрацию веществ в образцах с высокой тач- 
ностью. тогда как продолжительность определения не всегда существенна. После выбора тех- 
нологии ИФА определения токсикаита провояят тестирование полученных иммунорсагентов 
(антител и гаптенов) как в некоикурентных (в отсутствие определяемого соединения), так и в 
конкурентных условиях, выбирают комбинании иммунорсагентов. которые отвечают постав- 
ленным неред иммуноанализом задачам. Затем нроволят оптимизацию методики. принимая во 
внимание следующие параметры: формат анализа; сисгему детекции аналигического сигнала; 
определяемые концентрации антител и гаптена: время инкубации и/или прединкубации: лос- 
ледовательчое или одновременное внесение реагентов: влияние блокирующих агентов: вли- 
яние рН и нонной силы буферов: температурный режим провеления определения. В лаль- 
нейшем изучают спепифичность методики н определяюг сё метрологические характеристики: 
чувствительность. точность. воспроизволимость. правильность. На слелукимем этапе исслелу- 
ют влияние компонентов матрины тех реальных объектов. в которых планируется проволить 
опрелеление аналита. Для этого сравнивают градуировочные графики. полученные в буфере и 
образце, пе солержашем определяемое вешество. Все эти параметры должны быть полобраны 
таким образом. чтобы обеспечивать максимальную чувствительность онределения ири сохра- 
нснии хорошей точности и воспроизводимости результатов. 

Слепифичность и чувствительность любого иммуноанализа в большсй стенени определяюг- 
ся качеством специфических антител. Тем не менее структура меченого сослинения (трейсера) 
но многих случаях оказываст замегное влияние на аналигичсские характеристики ИФА. Трей- 
сер можст быть условно разделен на три структуриых элемсита: гаптси, фермситная мстка и 
спейсерный мостик между гаптеном и меткой. Показано, что чем больше размеры метки и чем 
ближе она расположена к аитигсиной детерминанте гаптена. тем больше изменение иммунных 
свойств трейсера. Химическая природа спейссриого мостика нерелко определяет устойчивость 
трейсера. что косвенно может сказываться на чувствительности ИФА. Изменение полярнос- 
ти мостика приволит. по-видимому. к уменьшению неспепифического взаимодействия и тем 
самым увеличению чувствительности иммуноанализа. Наиболее летальный подход к ланной 
проблеме — использование методов молекулярного молелирования. Молекулярное молелиро- 
вание. направленное на пыяснение молекулярных механизмов связывания аптиген-—антитсло, 
исследует их трехмерную структуру. электронные свойства. образование водородных связей, 
ван-лер-ваальсовы. гидрофобвые и электростатичсские взаимодействия. На осповании учета 
всех этих факторов с использованием компьютерных программ устанавливаются связи струк- 
тула—активность и рассчитываются молели связывания. Методы ИХМ. в частности ИФА, 
являются нетрулоемкими. не требующими высокой подготовки персонала. Кроме того. про- 
несе можег быть легко автоматизирован. за счет чего резко повышается производительность 
определений. что крайне важио для обследования больших групи людей и экологического 
мониторинга. 

Твсрлофазный ИФА использустся лля опрелеления широкого спектра вешеств: наркотиков, 
гормонов, онкомаркеров. лекарствепных препаратов в крови больного (монигоринг лекарс- 
твенных препаратов). пестицидов. бактерий, вирусов и антител к ним. Методамп ИФА воз- 
можны опрелсленис иммуноглобулинов (видовая принадлежность. субклассы. специфичность) 
и идентификация лимфоцитов (субпонуляций). В настоящее время практическому заравоох- 
ранснию сгал доступеи тверлофазный ИФА. Благоларя невысокой стоимости и экологической 
безопасности метода, лабораторные нсслслования перешли в разряд стандартных, рутинных 
анализов. 

Однако техиологии ИФА имеют и некоторые отрицательные стороны, к которым отио- 
сятся возможность неспспифического связывания компонентов с носителем. значительное 
время анализа из-за длительности реакцни антиген—антитело. многостадийность (ряд ста- 
дий пипегирования и промывок), а также сушествениое влияние неолнородности сорбии- 
онных свойств полимерных носителей на результаты анализа. Поэтому в настоящее время 
разрабатываются новые безразделительные (гомогенные) меточы иммуноанализа, которыс 
позволяют сушественно повысить производительность анализа и реализовать высокопро- 
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пускной скрининг — НіРћ-ћгоџеһриы <сгесліпр (НТ$). Для опрелеления низкомолекуляр- 
ных физиологически активных веществ наиболес перспективными, по-видимому, являются 
иммунохимическис безразделительные (гомогенные) методы анализа. к которым относится 
и ПФИА. 


6.2.2. Принципы поляризационного флюороиммуноанализа 


Мстод ПФИА считают простым. относительно точным и эксирсссным из-за минимального 
числа этапов пинетирования. большой скорости реакции связывания (нммуиные комплексы 
образуются в однофазной системе) и отсутствия вариаций аналитического сигнала. наблюдае- 
мых из-за неоднородности твердой фазы в меголиках ИФА. 

Хогя сше не найлен онгимальный иммунохимический метод определения низкомолекуляр- 
ных соединений. но проводигся всс больше исслелований по созданию и модификации флюо- 
ресцентных методов иммуноанализа, основанных на детекини резонансного переноса энергии 
флюоресиенции (Йиогезсепсе геѕопапсе спегзу ёгапхѓсг — ЕКЕТ) или поляризации флюоресцен- 
ции (Йиогеѕсспсе роапханоп — ҒРІА. ПФИА). ФИА. основанный па детекции резонансного 
переноса энергин флюоресиеннин. может быть в значительной стсиени миниатюризирован и 
проведен в проточной системе (см. гл. 6.1) или на наноллаишетах. 

О широком использовании ПФИА свидетельствуют многочисленные исследования, про- 
волимые во всем мире. Начиная с 1989 г. описанию и применению ПФИА посвящено очень 
много работ. В 2003 г. вышел спениальный номер научного межлународного журнала СотЫта- 
тона! Сһетіігу & Нав Тһгоцећри Ѕсгеспіпа (ССНТ®. пе 2003. хо!. 6. № 4), в котором были 
привелены слелуюшие обзоры. 

• Поляризация флюоресценции: прошлое, настояниее и будушсс. 

Разработка и применение ПФИА лля открытия лекарств. 

• Применение поляризации фаюоресиениии лля определения ферментов и одпонуклеотилно- 
то полиморфизма генотипирования: некоторые послелние достижения. 

• Быстрая гибридизация при высоких концентрациях соли и определение бактериальной ДНК 

с использованием поляризации флююресненинии. 

Использование ПФИА для лнагностики инфекционных болезней. 

ПФИА для определения ионов металлов. 

ПФИА для определения токсинов зерна. 

ПФИА для определения пестипидов. 


История развития метода ПФИА 


Принцип поляризации флюоресисниии основан на совместном протскании процессов об- 
лучепия молекулы плоскополяризованным светом и флюореспенпии. Явление поляризации 
флюореспенпии было внервые описано Перреном в 1926 г. и затем полробно изучено Вебером 
в 1952—1953 гг. В лальнейшем Данлликер и соавт. предложили использовать поляризацию флю- 
оресценции в иммупохимических исследованиях. Термин ПФИА для определения различных 
антигенов в буферных растворах впервые был введен Дандликером в 1973 г, Широкого ириме- 
нения этот метол вначале ие нашел. так как трейсер неспсцифически связывался с белками, 
поэтому провеление опрелеления антигенов в реальных образиах сыворотки крови человека 
было невозможно. Кроме того. ис было специальных инструментов лля измерения поляриза- 
ции фаюоресценции. Через несколько лет группой исследователей под руководством Д. Ланло- 
на (Англия) было показано. что некоторые трейсеры лля лекарственных вешеств (фенитоина. 
гентамицина) имеют незначительное связывание с белками сыворотки крови человека. что 
лало возможность этим ученым первыми (в 1976 г.) разработать ПФИА как аналитический ме- 
тол опрелеления лекарств. Тем не менее ло 1980 г. мстол ПФИА пе был распространен. так как 
не было лоступных инструментов для измерения поляризации флюоресценции. Только после 
создания полностью автоматизированного анализатора ТОх фирмы АЊой (США) и сго широ- 
кого коммерческого примеисния. метод ПФИА стал применяться лля мониторинга лекарств. 
В настониее время фирмой АБбой (и другими фирмами) выпускаются наборы реагентов для 
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определения порядка 100 лекарственных препаратов методом ПФИА. Методики ПФИА для 
определения ряда наркогиков и пестицидов. дегергентон и других загрязнителей окружакиисй 
среды впервыс были разработаны в МГУ им. М.В. Ломоносова. 


Физические основы поляризации флюоресценции 


Поляризания флюоресценции обусловлена определенной взаимосвязью межлу ориентацией 
молскул и поглощением и испусканием ими света. В процессе возбуждения флюоресцениии 
спсцифические пенгры молекул. связанные с поглощением и испусканием квантов света, ста- 
новятея осциллирующими электрическими динолями, их называют оспилляторами поглоще- 
ния и эмиссии. соответственно. В растворе нсупорядоченно ориенгированных молекул флуо- 
ресисина пояяризованный свет будут предпочтительно поглощать те молекулы. осцилчяторы 
нотлощения которых параллельны плоскости поляризации. В возбужлениой молекуле оснил- 
ляторы эмиссии определяют поляризацию флюоресцениии, и если модскула в момент эмиссии 
относительно устойчива и не меняет свою ориентацию в пространстве, то эмиссия флюорес- 
ненции также булет частично поляризована. Степе поляризации зависит ог многих факторов 
н описывается уравнением Перрена: 


У = Ур +1 Ур -УЗИАТ Ијс/т. 


гле Р — наблюдаемая поляризация, Ро — максимальная поляризация; К — газовая постониная: 
Т — абсолютная температура, п — вязкость растворителя: т — срелнее время жизни молскулы 
в возбужленном состоянии: У — молярный объем флюореснеирующего вещества. 

Врашательное время релаксации (ф) связано с вязкостью среды (п). абсолюгной темиерагу- 
рой (Т). молекулярным объемом (№) и газовой постоянной (В) слелуюшей формулой: 


МИ. 
с КТ 

Следовательно, ссли вязкость и температура постоянны, поляризация флююресценции пря- 
мо пропорциональна молскуляриому объему, т.с. молекулярному размеру. Изменение молс- 
кулярного объема может происходить вследствие связывания или диссоциации двух молекул, 
разложения или конформационных изменений молекулы. Если возбуждение флюоресценции 
происходит в диапазоне главной полосы поглошения и энергия ис терястся в релультате меж- 
молекулярных взаимопействий, то слемень поляризации флюоресценции зависит от броунов- 
ского движения. Маленькие молскулы в водной среле врашаются очень быстро и межлу пог- 
лошением и эмиссией равновероятно принимают любую ориентацию. что приводит к полной 
деполяризации сигнала эмиссии. Так. в волном растворе флюоресцениия флюоресисина прак- 
гически не поляризована, однако при повышении вязкости раствора степень се поляризации 
резко возрастаст. Срелнсе время жизни молекулы флюоресисина в возбужденном состоянии 
(т) составляет порялка 4 нс (4-10 с) и является оптимальным лля измерения поляризации 
флюопесиеиции в растворе. Поэтому лля метода ПФИА в качестве флюорофора чаше всего 
применяют флюоресцеин. При облучении молекулы флюоресценна плосконоляризованным 
светом испускасмый свет является частично или полностью деполяризоваиным. 

Большие молекулы и при эмнссин частично сохраняют ту же молекулярную ориентацию, 
которую они имели при поглощении света, поэтому их флюорссиенция в большой степени 
поляризована. Если такие молекулы ассоциированы в молекулярный комплекс, то степень 
поляризании флюоресцениии возрастает. Поляризация фяюоресисниин характеризуется вели- 
чиной Р; 


Р=(1,-1,)/0,+1,) 


где І, — вертикальная составляюшая (параляельная лучу возбуждения): |, — горизонтальная 
составляющая (перпенликулярная лучу возбуждения) флюореспеипии. Поскольку степень по- 
ляризапии Р изменяется в прсдслах от 0 ло 0.5, в расчетах обычно используют величину милли- 
поляризации флюореспенцин — тР (пзР = 1000-Р). Суммарная интенсивность флюореспенцин 
при этом составляет: [= 2 1 + |. 
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Рис. 6-7. Иринцип измерения поляризации флюореснениии 


Флюоресиирующий раствор возбужлают светом. поляризованным в вертикальной плоскос- 
ти. а эмиссию флюоресценнии измеряют в перпендикулярном по отношению к лучу возбужле- 
ния направлении с помощью второго поляризатора, у которого плоскость поляризации может 
быть расположена или вертикально, иян горизоигально (рис. 6-7). 

Следует отметить. что, кроме поляризации флюоресценции, пля описания этого явления 
может использоваться и анизотропия флюорсеценции (А). которая определяется уравнением: 


А=(Т,-1,)/(Г,+21,). 

Соотпошение межлу Р и А выражается простыми уравнениями: А = 2Р/(3-Р) или Р = 
3А/(2+А). В некоторых сзучаях теоретические уравнения лля описания этого явления выглялят 
проше для анизотропии. Так, уравнение Перрена. описывающее связь межлу Р или А от их 
максимальных значений лля жестко ориентированых молекул. временем жизни флюоресцен- 
ции (т) для флюорофора и его временем релаксации ($). описывастся уравнениями: 


Б-р - В+ 


А, 
+6] 
(ИР — 1/3) = (ИР, — 1/3 И + то: 
А=АДЕ+ 1/0]. 


Очевидно, что второе выражение намного проше и удобнее лля расчетов. Тем не менее для 
детекции аналитического сигнала в метоле ПФИА используется поляризания флюоресценнии 
(Р). значения которой немного выше. чем значение анизотропии (А). 

Лля поляризации флюоресцеиции важную роль играют молекулярный объем частицы и 
степень асимметрии молекул. поэтому их используют лля детекции широкого спектра меж- 
молекулярных взаимодействий. сопровождающихся ассопизиией или диссоциацией лиганлов 
и комплексов (белков. ДНК. РНК. антител и антигенов). Применительно к иммуноанализу 
метод поляризации флюоресценции основан па конкурснтном связывании анализируемого 
антигена и антигена, меченного флюореспентной меткой (трейсера). со специфическими анти- 
телами. Поляризация флюоресценции свободного трейсера в растворе имеет низкое значение, 
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Ғ-Ад Е-АСАЬ 


а б 
Рис. 6-8. Принции поляризации фиюорсецениин. 
а — быстрос вращение. низкая поляризания флюоресцениии; б — медленное вричение. высокая подя- 
ризация флюоресценнии. 


Е — флоорссиентная метка; Ле — антигси: Аб — антитело: Е-Ав — трейсер — меченное флюоресцентной 
меткой произволное определяемого вешества, 


и возрастает при связывании трейсера в иммунный комплекс с антителами (рис. 6-8). Таким 
образом. величина тР реакционной смеси отражаст отношение связанной и свободпой фрак- 
пий трейсера и обратно пропорционалыта концентрации апализирусмого антигена. 

Стенень изменения поляризации фяююресцениии зависит от метки, среднего времени жиз- 
ни молекулы в возбуждениом состоянии. молекулярной массы антигена (верхний предел моле- 
кулярной массы составляст 10 000—40 000 Д) и природы комплекса. Считается, что в среднем 
молекулярная масса комплекса нс должна превышать 20 000 Д. Среднее время жизни молекулы 
в возбужденном состоянии примерно равно среднему времени релаксации ангигена. когорос 
составляет иссколько наносекунд. Однако при измерении подвижности мембранных белков 
метка должна сушествовать в возбужденном состоянии намного долыше, пак как время враша- 
тельной релаксации таких белков лежит в дианазоне мнлаисекунл. Время жизни триплетного 
состояния сравнимо со временем вращательной релаксации мембранных белков. поэтому пос- 
лелние рекоменловапо изучать с помошью леполяризации фосфоресиспиии. При разрабогке 
методик ФИА выбор флюоресиентной метки имест ключевое значение. Метка должна обла- 
дать слелующими качествами: иметь высокую интенсивность флюорссиснции, т.е. высокий 
квантовый выход и большой коэффициент экстинкции. быть химически и фотоустойчивой в 
условиях анализа. легко связываться с антигеном и не мешать протеканию рсакини антите- 
ло—антиген. 

Чтобы присутствующие в пробс эндовениыс флюорссцентные гасители не мешалн опреле- 
ленню, их длины воли возбужления и эмиссии должны отличаться от длин волн фяююресиен- 
тной метки. Кроме того, для снижения влияния рассеяния свста мсгка должна иметь большой 
стоксов сдвиг. Хотя стоксов сдвиг флуорсснеина невелик (23 нм). фаюоресисиновая метка 
весьма чувствительна к рассеянию свста н интенсивности фона. но характеризустся большим 
изменением поляризации излучаемого света. делая флуоресисин пригодным для ПФИА. Не- 
обходимо отметить химическую стабильность. незначительную фотолабильность при пормаль- 
ных условиях. низкий температурный коэффиписит флюорссценции (исключается необхоли- 
мость температурного контроля) и высокий выход фиюоресисинии (в связанном состоянии 
30—60%). 

При облучении голубым светом (длина воямы 492 нм) молекула флюоресцеина поглощает 
квант света и переходит в возбужденное состояние. Время жизни в возбужленном состоянин 
для молекулы флююреснеина составляет примерно 3-10” с. Из возбуждениого состояния моле- 
кула возвраиается в исхочное состояние или путем безызлучательного процесса с вылелени- 
ем тепла. или путем излучения свега — флюоресценцией. Молекула флюоресцеина излучает 
зеленый свет с максимальной длиной волны 517 нм. Если молскулу флюоресцеила облучать 
плоскополяризованным светом. то она булет излучать также поляризованиный свет. Степень 
поляризации флюоресценции будет зависеть от того. на какой угол повернется молекула флю- 
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оресцеина за время межлу возбужлением и излучением. Время поворота молекулы на угол 
примерно 6$.5` определено как время вращательной релаксации. которое лля маленькой моле- 
кулы флуоресиеина равно 1-10 с, а лля болыних молскул тина иммуноглобулина — 100-107 с. 
Так как молекулы в растворе хаотично ориентированы. то результирующая поляризация флю- 
орсспенпии такой молекулы. как флюоресисмн. будет приблизительно равна нулю, а пля им- 
мунпого комплекса антитсло—антиген, меченного флюорссцеином. булет болыной. 

На сленень поляризации фомооресненции влняют различные факторы. осповными из кото- 
рых являются размер (или масса) фяюоресиирующей молекулы. темисратура и вязкость рас- 
твора. При постоянстве температуры и вязкости раствора поляризания флюоресиенции булет 
заниссть только ог размера флюорсснируюшей молскулы. На этом принципе построено изуче- 
нис реакции взаимодействия антиген антитело. 

Меченный флюорсспеином гаптсн. называемый трейссром. при возбуждении линейно-по- 
ляризанионным светом булст флюорссцировать деполяризованным светом, так как молскулы 
трейсера в растворе ориентированы хаотично. При связыванни трейесра со специфическими 
антителами к гаптену врашенис такого иммунного комплекса значитслыю замсяляется, и при 
этом возрастает стсиень поляризании. 

Измерения поляризации флюоресценцин проводятся на спениальных высокоавтоматизи- 
рованных флюоресцентных ридерах ТЮх фирмы АБЬои, РЕ|-20 и 1$-20 фирмы Регкіп-Еітег 
и лр.. в которых иснользуются поляризаторы на жидких кристаллах и специальные датчики 
лля контроля температуры расгвора. Точность измерения поляризании составляет 0.005 отн.ед. 
(пР). 

Чувствительность флююриметра по отпошению к вертикальной и горизонтальной поляризо- 
напной флюорссненциии может быть различной: это различие компенсируется эксперименталь- 
но опрелеляемым поправочным коэффиииситом С: 


р 0-6 | 
= (1, +С) 


ПФИА основан на конкуреннии определяемого аитигена и трейсера за ограничеиное коли- 
чеетно нентров связывания антител и измерении стенсии поляризации реакнионной смеси: 


к 
АЕ => АДЕ:АЬ, 
к: 


гле АБР — меченый антиген: АрЕ:АБ — иммунный комплекс. сушествует равновссие между 
АзР (константа скорости связывания с АБ — К,) и комплексом АрГ:АБ, диссопиируюшим с 
консгантой скорости К.. 

Константа аффивности опрелелястся сасдукииим образом: 


К К 


ЖР = ИЕ 

Чем выше копнентрация определяемого антигена в пробе. тем в большей степени меченый 
антигеи в реакционпой смеси будет в свободном состоянии и пиже зпачение поляризации 
флюореспенпиии. Метод ПФИА является гомогениым. осушсствляется в одпофазной системе 
и не требует механического разясления образовавшихся сослииспий. Метод ПФИА позволяет 
опрелелять кописитрапию антигена в течение нескольких минут. 


Преимущества, недостатки и пути развития ПФИА 


Мстол ПФИА имест много преимушсств. присуших ИХМ: упиверсальность применения 
для определения низкомолекулярных веществ (лля многих нз которых уже получены специ- 
фическис антитела); возможность определять как одно соелинение. так и группу соелинений в 
зависимости от спспифичности используемых антител; высокую чувствительность и правиль- 
ность определения и др. 

Более того, у ИФИА ссть уникальные особенности. которые присуши только этому методу, 
основанному па использовании в качестве метки флюорофора (чаще всего. флюоресцсина) и 
измерении поляризанин флюоресценции в качестве аначигического сигнала (табл. 6-4). 
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Таблица 6-4. Преимузиества и пслосгатки ПФИА 


Гомоуениый метод 


Экспрессный метол 


Хопошая воспроизво- 
димость результатов 
измерений. Коэффи- 
циент варнации опре- 
делений не превыша- 
е 3—5% 
Флюоресцентные 
метки (трейсеры) ста- 


Нет нсобхолимости в ста- 
лиях: разпеления связан- 
пой и своболной фракиий 
аитнгел: промывки и др. 


Время анализа лимизиру- 
стся временем пиистиро- 
вания, так как киистичес- 
кая консганта связывания 
(К =„„) малых молскул 

антигенов с аптителами п 
растворе составляет от 10? 


Значение поляризации 
флюорссиениии — отно- 
сительцый и безразмерный 
параметр. который сгла- 
живаест колебания в ошиб- 
ках измерсиия прибора 


Трейсеры довольно легко 
могут быть сннтезировапы 


Чувствитсльность 
ПФИА пиже. чем 
других ИХМ 


Силытое влияние 
матричного эффекта 
образна 


Опрелеляют только 
низкомедекулярныс 
вешества (с исполь- 
зованием флюорес- 
иснтных меток) 


Необходим снеци- 
альный прибор 


На 2—3 порялка чуве- 
твительность пиже, чем 
ИФА 


Гомогенный. безраз- 
делительный метод. 
поэтому наблюлается 
матричный эффект 
образца 


В качестве метки в 
ИФИА часто использу- 
ется молекула флуорес- 
иенна 


бильны при хранении 
в теченве миогих ле! 


Мстод может быть 
аптоматизироран 


Фирма АББок создала 
анализатор ТЮх (полно- 
стью автоматизирожан- 
ный). 

В настояшее время по- 
добного типа анализаторы 
широко используются в 
диагностических лабо- 
раториях для рутинных 
апалнзов 


Указанные недостатки успешно устраняются, и развиваются новые направления ПФИА 
(олнорсагентный ПФИА. ПФИА в системе остановленной струи. ПФИА в органических рас- 
творителях), создаются новые приборы, используются новые метки. 

Кроме флюоресисиновых. в методе ПФИА (или других методах ФИА), используют и другие 
метки, большинство из которых имеют аналогичные с флюоресцеином длины войн возбуж- 
ления и эмиссии: ВОРІРҮ-ЕІ., Аеха-ЕЁ, Огероп Сгееп и другие. Метод ПФИА разработан нс 
только лля низкомолскулярных. но и аля высокомолекулярных сослииений. таких. как белки 
овальбумин. альбумин. ферритин. иммуноглобулин. Для ПФИА на высокомолскулярные со- 
елинения в качестве метки используют комплексы соединений переходных металлов (рений. 
рутений). которые имеют большее время жизии. чем флюоресиеин. 

Флюореснентные трейсеры и антитела нашли применение в иммунометодс капиллярного 
электрофореза с лазерной индукцисй флюоресиенпии. причем этот метод позволяст опреде- 
лять аналиты с лучшей чувствитсльностью, чем ПФИА, но на болсе дорогом оборудовании н с 
худшей воснроизводимостью. 

Недавно были описаны новые мстки для измерения флюоресиснции новым методом — двух- 
фотонной облучательной флююрссиенцисй (Тъо-рћогоп схсианоп оѓ Пиогеѕсепсе — ТРЕ). Этот 
ирипцип измерения флюоресиенцин использован лля разработки поного ультрачувствитель- 
пого безразделительного метода АтсОіа(ит) ТРХ, для которого требуется микрообъем пробы и 
реагентов. Вполне вероятно, что этот новый мстойя иммунознализа может найти применснис по 
мере решения вопроса о приборной базе, как это было в случае с ПФИА. 

Прииции ПФИА. но без использования антител и качестве распознакиисго объекта, был 
применен при разработке методики анализа с белками в качестве связывающего агента и де- 
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лекцией поляризации фаюоресисиини. Этим методом были онтимизировапы методики опре- 
деления 5Н ,-домена тирозинкиназы и биотина. 

Интересное применение принципа ПФИА предложено лля опрелеления не только низко- 
молекулярных антител, но и сиснифических антисывороток к белкам вирусов Мусобастетит 
Боуіѕ и Вгисейа абопих. Метод основан на связыванни меченных флюореспеином пептидов 
белков вирусов с аутоаититслами сыворотки животных, которые образуются при инфекиион- 
ных заболеваниях. Он является быстрым и простым тест-методом диагностики инфекпионных 
болезней. наиример бруцеллеза у животных. Детекция поляризации флюоресисниин находит 
все более широкое примсисние для определения специфической протсазной активностн фер- 
ментов и ингибиторов этой активности. 

Срели новейших разработок — определение токсинов в пищевых пролуктах: зераленопа ме- 
тодом ПФИА и наклитаксила методом, аналогичным ПФИА, но с использованием в качестве 
связывающего агента не антител, а белка тубулина (см. гл. 11). 

Нало отметить, что летекция поляризации флюоресисниии находит весе бочышее приме- 
нение не только как аналитический метод ПФИА. но и как инструмент лля изучения любых 
взаимолействий. при которых меняется молскулярная масса соелинений, например, в биохи- 
мических исслелованиях взаимодействия олигосахарилов с лиғаидами методом детекиии поля- 
ризапми флюоресиснцин. 


Техника эксперимента метода ПФИА 


Синтез меченных флюоресисином антигенов (трейсеров). Чаще всего для ПФИА используют 
в качестве метки флюорссисин. поэтому многие серийно выпускаемые приборы лля измере- 
ния поляризании флюореспенции оснашаются фиксированными светофильтрами, специально 
предназначеннымн лля работы с флюоресцеином. и имсют ллину волны возбуждения и эмис- 
сии. близкую к флюорссисину (492 и 520 им соответственио). 

Карбоксильная групна в молекуле флюоресценна нерезкцпонноспособна (рис. 6-9) и не мо- 
жет быть использована лля получения конъюгатов флюоресцеина с антигенами. В настояшсс 
время доступси ряд производных Ффлюорссисина. прслназначенных специально для введения 
метки в состав других молекул. Наиболсс широко используются флюоресисинизотиоцианат. 
карбоксифлюоресцеин и амипофлуореспеин. ДТАФ и многие другис коммерчески доступные 
соединения (рис. 6-10). 

Чистота трейсеров подтверждается ПМР. масс-спектрометрией и лругими методами в зави- 
симости от возможностей и достуииости соответствукиних нриборов. Трейсеры в метанольных 
растворах обычно очень стабильны и не разлагаются голами при хранепии, лучше сохраняются в 
зашишенном от прямого солнечного света месте при низких температурах (в холодильнике). 

Кописитрацию трейсеров рассчигывают по оптической плотности расгвора трейсера в 50 
мМ карбонатном буфере рН 9.0 при длине волны 492 им, допуская. что коэффициент экстин- 
кции аля трейсеров такой же, как лля флюореснеипа и равен 8.78-10* М'/см”. Рабочий раствор 
зренсера готовят в боратном буфере. интенсивность которого соответствует 20—100-кратному 
значению интенсивности флюоресцениии фонового раствора (боратного буфера). 


но о он 


СЭР оаа со 


Рис. 6-9. Структүризя формула флююрссиспил. 
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Рис. 6-10. Структура флюоресисиповых сосдниений. нспользусмых для синтеза трейсеров 


Некоторые активные произволные флююресиеина. например широко использусмый ЭДФ 
пегко получается из ФИТЦ и этилендиаминалигиарохлорила: 


РТС + МИ-СН.СН, МН, = Яоог-МН-С5-МН-СН,СН,-МН, (ЭДдФ) 
Трейсеры обычно получают по типу пепгидного синтеза из соединений с амино- и карбок - 
сильной группами. Если антиген имеет активную карбоксильную грушу. то се актипируют, 
например, с помошью гидроксисукиинимида и карболинмила. н «пришивают» к соеднисниям 


флюрссисина с вминогрунпой (АФ, ЭДФ, ГАФ и др.). В результате получают трейсер с иснтия- 
ной связью, как представлено на схеме: 


Ар-СООН => Ар-СО-2 (4 = гилроксисукиииамид) 
Ар-СО-2 + МН,-Ршог = Аё-СО-МН-Ршог 
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Если антиген имсет активную аминогрунпу. то лля получепия трейсера. наоборот. исполь- 
зуют соелипения флюоресцсина с карбоксильной группой (ФК и др.). На первом этапе прово- 
лят активапию карбоксильной группы, а затем — пептилный синтез с аминогрупной антигена 
МН Ая: 

Поог-СООН > Ешог-СО-7 
Ршог-СО-7. + МН, -Ар = Аё-МН-СО-Ршог 

Особенно часто в качестве меток используют ФИТИ, который уже имеет активированиую 

тиокарбоксильную группу для конъюгирования с аминогрупюй аптигсна: 
Аз-МН, + ЕПС = Аё-МН-С$-МН-Ешог 

В одиу стадию получают н трейссры с ДТАФ, в котором активный атом хлора замсшастся 
на остаток амино- или оксипроизводного антигена: 

Ав-МН, + С!-ОТАР = Аз-МН-ОТАР 
Ар-ОН + СІ-ОТАҒ = Аз-О-ОТАЕ 

Если в молекуле аитигена пет активных групп для конъюгировапия, то антиген предвари- 
тельно модифицируют, вводят или карбоксильную или аминогруппу и тюлучают трейсеры по 
схемам. приведенным выше. Трейсеры обычно очишают ог непрореагировавших неществ и 
побочных продуктов синтеза методом тонкослойной хроматографии (ТСХ ) в системе хлоро- 
форм: метанол (4:1). На одной пластинке ТСХ типа Силуфол (20х20 см) можно провести очис- 


тку трейсера в количестве нескольких микрограммов, достаточном для проведения нескольких 
тысяч анализов ПФИА. 


Измерение поляризации флюоресценции 


Измерение поляризапии флюорссиениии проводят на поляризационных флюориметрах: 
115-20 фирмы Регки-Ейтег (Англия), Веасоп 2000 фирмы Рап\Уега (США). апализаторе ТОх 
фирмы АБон (США). АФП-2 произволства ВНИИБП (Россия) и др. Все приборы обычно 
имеют термостат и специальные программы лля измерепий. расчета поляризации флюорес- 
ценции и лругих парамстров. В качестве кювег для измерений используются сиспиальныю 
боросиликатные стеклянные пробирки или кварцевые кювсты. 

Для получения кривых титрования антител проводят серийное развсдспис растворов тести- 
русмых антител, к которым добавляют фиксированное количество трейсера, и измеряют по- 
ляризацию флюореспеннии (рис. 6-11. а). В качестве контроля неспецифического связывания 
тестируют антисыворотку неиммунизированного животного. По результатам измерсний строят 
график зависимости разведения антител (логарифмическая шкала) ог величины поляризации 
флююреспенции (тр) и по этому графику определяюг разведение антител. вызывающее 50% 
связывание трейсера (титр). 

Для получения гралуировочных графикон в измерительную пробирку вносят образен. рас- 
твор ‘грейсера и раствор антител в оптимальном разведении (или копцентрапин). Проводят из- 
мерение поляризации флюоресценции в соответствии с программами приборов. На основании 
параллельных результатов измерения растворов со станлартными концентраинями вещества 
строят градуировочный график зависимости величины поляризации фаюоресцеиции (тР) от 
конпентрапии станлартных растворов вещества (логапифмическая шкала) (рис. 6-11. б) 

Поляризацию флюоресиснпии измеряют на приборах в ручном и автоматическом режимах. 
В зависимости от прибора, время измерепия аналитического сигнала олного образца состав- 
ляст 5—7 с. При измерепии на приборе ТОх в полуавтоматическом режиме прелусмотрены 
ручное дозирование иммунореагентов в пробирки и автоматическое измерение по программе 
Рһого Сһеск. Общее время измереиня 10 образцов около 7 мин. 

Измерение на полностью автоматическом анализаторс ТОх проводят слелующим образом. 
Не менее 70 мкл стандартиых растворов или образпов переносили в снециальные картрид- 
жи прибора. которые вместе с пробирками помещали в карусель. В предусмотренный пакет 
реагеитов помещают три флакона, содержащие раствор антител определсииого развелсиия, 
раствор трейссра опредслепной конисиграции и раствор фосфатного буфера лля разбавления. 
В отведенные места прибора устанавливают пакет реагентов. карусель и бутыль с буфером лля 
разбавления. Нажатием олной кнопки запускают прибор. который в ходе анализа автоматичес- 
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Рис. 6-11. а. График титрования антител мстолом ПФИА. 
б. Гралуировочный график определения вошества методом ПФИА. 
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ки выполняет следующие операции: 1) отбор 10 мкл образца мочи или калибратора (стаидарт- 
ного образца) и его разбавление буфером в лунке картриджа; 2) отбор 250 мкл буфера и слив в 
пробирку для измерений: 3) отбор первой половины разбавлепиого образца из луики картрил- 
жа и перенос его в пробирку вместе с 750 мкл буфера: 4) измерение фоповой интенсивности 
фліоореспенции; 5) отбор 25 мкл раствора трейсера из флакона и перенос его вместе с 250 мкл 
буфера в пробирку; 6) отбор 25 мкл раствора антител из флакопа и слив сто вместе со второй 
половипой разбавлениого образиа и 750 мкл буфера в пробирку; 7) измерспис конечной ин- 
тенсивпости флюоресцениии: 8) расчет и распечатку значений поляризации флюоресцсиции 
и найленной концентрации вошества (по гралунровочному графику. храпившемуся в памяти 
прибора). Обшее время измерения 20 образцов 20—25 мии (в зависимости от используемой 
программы). 

Для постросния гралуиповочной кривой используют 6 калибраторов (станлартных растворов 
анализируемого вещестьв) с различными копцентрациями определяемого всщсства, приготов- 
ленпых на буфере (или па воде). Для кажлого протокола провелепия анализа на приборе ТОх 
в автоматического режиме подбирают условия. когорые удовлетворяют критериям качества 
гралуировочпого графика. заложенного в память прибора. При выборе условий ПФИА ина 
приборе ТОХх в автоматическом режиме исобходимо выполпить слелующие требования к апа- 
лизу: №) наличие опредслениого перепада поляризации флюоресисицни между калибраторами: 
между нулевым и первым калибратором. между соседиими калибратором, между наибольшим 
и наименьшим калибратором: 2) значение поляризации флюоресисиции пулевого калибратора 
лолжно находиться в определенных прелелах — от 150 ло 220 ед. поляризации флюоресиениии. 
значенис паибольшего калибрагора — от 40 до 55 ед.; 3) градупровочная кривая должна иметь 
плавный вид и удовлетворять параметрам прибора по линеризадии гралуировочного графика: 
4) онтимальные копцентрапии растворов трейсера и антител, которые должны обеспечивать 
выполнение требовапий коптроля качества определений на приборе. Эти требования обосно- 
ваны, исходя из припятых за образеи методик ПФИА для наборов-реагентов фирмы АБоц, 
используемых при мониторииге токсикантов. 


Расчет аналитических характеристик метода ПФИА 


При представлении градуировочных зависимостей поляризации флкюресценции от концеи- 
трация апалита используют десятичпые логарифмы коицентраций апалита: тр = ВЕС). Для 
сопоставления градуироночных графиков, приводят нормировапныс трафики в координатах 
тр/тР, (В/В,) от логарифма коннентрации апалита. 

Типичная градуировочпая кривая определспия всшеств методом ИФИЛ имеет сигмооб- 
разный вид (рис. 6-12), как и все градуировочные графики для иммупохимических мстодов 
анализа пизкомолскулярных веществ. Развитие программного обеспечения персональных ком- 
пъютеров зпачительно упростило обработку нелинейных графикон. Наибольшее расппостраис- 
ине для процелуры обрабогки эксперимситальных даиных и расчета градуировочного графика 
получити программы Опріп и Ѕірта-Ріо!. 

В качестве основных аналитических характеристик ПФИА былн взяты коэффициеит чувс- 
твительшюсти (тангенс угла наклона градуировочпой кривой). параметр 1С... предел обнаруже- 
ния. диапазон опрсделясмых концентраций. воспроизводимость определений (коэффициент 
вариации). правильность определений. специфичность, пороговая копцентрация (для опреде- 
лсния наркотиков) (см. гл. 6.1). 

Для ПФИА и других иммупохимичсских методов под термином «чувствительность» (см. 
гл.6.1) понимают несколько параметров. лва из которых рассчитываются из уравнения градуи- 
ровочпой кривой. Это коэффипиеиг чувствительности (тантенс угла паклонма градуировочпого 
графика. параметр «Бена рис. 6-12) и параметр С — ІС, — копцентрация апалита. при которой 
связыванис с трейссром составляет 50%. т.с. середина градунровочной кривой. Обычно гово- 
рят. что разработан болсе чувствительный мстол ПФИА. ссли удастся уменьшить параметр 1С. 
нли предел обнаружения. 

Предел обнаружения — минимально детектируемзя концентрация определяемого вещества 
(см. гл. 6.1). В некоторых случаях пределом обнаружения считают концентрацию исследуемо- 
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Рис. 6-12. Расчет осповных аналитических параметров по градунровочному графику опредслепия веществ 
метолом ПФИА. 


Е — флюоресиентная метка; Ар — антиген: АБ — антитело: Е-Ар — трейсер — меченнос флюоресцентной 
меткой производлое определяемого вещества. 


го вещества, соотвсгствующую 90% В/В,. Обычно используют предложенный ИЮПАК кри- 
терий 35, учитывающий дисперсию колебапий холостого сигиала около средиего значения. 
Для определения прелела обнаружения проводят несколько измерений пулевого стапдарта 
{стандартного раствора, не содержашего анализа). раесчитывают стандартное отклонение и 
опрелеляют предел обнаружения. Следует отметить, что минимально обнаруживаемый апа- 
литический сигнал, а следовательпо, и прелел обнаружения определяется не средним уров- 
пем фонового сигнала, а размахом колебаний этого сигпала относительно средиего значения. 
(5 

В медицинских исследованиях часто определение предела обнаружения проводят не по ме- 
толу 3$. а по подобиому метолу Родбарла. Параметр предел обнаружения оирсделяют как 
нижнюю измерясмую концепграцию вещества, которая с 95% вероятностью отличается от 
нулевого стандартного образиа. 

Диапазон определяемых концентраций лолжси соответствовать прямолипейному участку гра- 
дуировочного графика. Обычно его определяют в диапазоне изменения сигиала от 80 до 20% 
ингибирования связывания трейссра. Диапазон определяемых копиентраций являстся важным 
параметром градуировочного графика. который дает первую информанию о чувствительности 
метода, так как в этом диапазоне наименьшие ошибки определения. Иногла рассчитывают 
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прелел количественного определения — значение копцентрации. выше которой можно прово- 
лить количественное определение с устаповленной относительной правильпосгью или опреле- 
ленным доперительным интервалом в реальных образцах (см. гл. 6.1). 

Нелинейная форма гралуировочной кривой ПФИА способствуст увеличению эксперимен- 
тальной ошибки на границах лиапазона онрелеляемых концентраций. Поэтому большинство 
публикуемых сейчас работ по разработке ИХМ характеризуют параметром 1С.,. определяя сго 
как основной показатель чувствительности апализа. 

Воспроизводимость метода (см.гл.6.1) количественно опрелеляют как относигельное стан- 
лартное огклонение. которое в ИХМ принято обозначать как коэффициент вариации (КВ) рес- 
зультатов: КВ. % = (станлартнос отклонение / среднее значение концептрации аналита)х100%. 
Обычно проволят опрелеление концентрации нескольких образцов и рассчитывают коэфкри- 
циент вариации в одном анализе и между апализами. когла те же образцы тестируются в разное 
время. разными операторами и т.д. На величину коэффиииента вариации влияют случайные 
ошибки анализа, качество измсритсльпой аппаратуры и квалификация персонала. Обычно го- 
ворят о хорошсй воспроизводимости результатов, когда коэффипиенг варнапии менсе 10% в 
олном анализе н 15% между анализами. 

Правильность метода (см. гл. 6.1) проверястся мстолом «вводено-найдено» (тесг на огкры- 
тис); пезависимым методом (корреляция результатов с другими методами); апализом стандар- 
тного образиа (тесг на линейность). 

Тест па открытие проводят по мстоду добавок определяемого нещества к образцам. 
По результагам определения концеитрации веществ по гралуировочиому графику рассчитыва- 
ют процент открытия. используя отношение пайденной концентрации к рассчитанной. Ана- 
логично проводят расчет проиента открытия в тесте на линейность, в котором образны, со- 
лержашис определяемое вещество, линейно разбавляют буфером и определяют концентрацию 
вешеств в разбавленных образиах по гралуировочному графику. Для корреляции результатов 
определения веществ методом ПФИА с результатами других методов (хроматографический. 
иммуноферментный и др.) проводят анализ большого числа образнов и рассчитывают коэф- 
фициеит корреляции лля графика зависимости концентраций. опрелеленных по метолу ПФИА 
и независимому методу. Обычно считается. что наблюдается хорошая коррсляния результатов. 
если коэффинисит корреляции более 0.9. 

Точность метода (см. гл. 6.1) — собирательный показатель воспроизволимости результатов 
и правильности определения. Результаты методла могут иметь хорошую воспроизводимость, но 
не быть правильными. И наоборот. правильпые результаты могут быть получены методом с не- 
высокой восироизволимостью. Обычно методики ПФИА, как и пругих ИХМ. имеют хорошую 
воспроизволимость м правильность определений. 

Специфичность метода (см. гл. 6.1) характеризует взаимодействие антител с экзогеипыми и/ 
или энлогенными структурио-близкими аналогами опрелелясмого вешсства, содержащимися 
в реальных образцах (рис. 6-13). Количественно специфичность выражасгся в пропентах пе- 
рекрестного реагирования (% ПР). которую опрелеляют при 50% ингибировании связываиия 
трейсера (параметр ІС,, ) по формуле: 


%ПР = (С,:С,)х1008. 


гле С, — концентрация опрелеляемого вещества; С, — концентрация перекрестнореагирующе- 
го вещества. 

Специфичиость метола считается высокой. если ПР (СК) составляст менее 10% для пе- 
рекрестнореагирующего вешества. Если ПР составляет 1%. то считается что это вещество не 
влияет на определение анализируемого вещества. Некоторые вешества могут определяться с 
большей чунсгвительностью, чем опрелелясмое вешество. Поэтому ПР может быть и выше 
100%. Так. например. лля производных аналитов. на которые синтезируют иммуногены и по- 
лучают антитела. процент перекрестного реагирования может составлять 1000. Это значит, что 
это вешество определяется © чувствительпостью в 10 раз лучше. чем аналит. 


Определение аффинности антител методом ПФИА 


Аффинность аптитсл (равновссную коистанту образования иммунного комплекса антиген— 
зититсло) опрелсляют по методу Дандликера. Для этого после построения градуировочного 
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Специфичность ПФИА 


0,1 
1000%СК 100%СВ 10%СК 1%СК 


Рис. 6-13. График определения перекрестного реагирования методом ПФИА. 
СК (ПР) —перекрестное реагирование (кросс-реакция}; тР/трР, пропорционально В/В, лля нормирован- 
ных графиков: Аз — антигси. 


графика зависимости тР от концентрации (в моль) строят график в коорлипатах: у = |В/Е]. 
х = |В|, ге Ви Е — соответственно связанная и свободная формы антигена (рис. 6-14). 
При определении отношения связанной и свободной форм антигена [В/Е] используют фор- 
мулу: 
В/Е=трі — тр, „)/ (тр, — тР0). 
где тр: — измеренная величина поляризации; тр, — величина поляризации при макси- 
мальном связывании трейсера и антител; тр, — величина поляризации при минимальном 
связывании трейсера и антитсла. 
При определении концентрации связанной формы антигена [В|, используют расчет и сле- 
дуюшую формулу: 
В+Е=т: РЕТ-В; В/Е=Х; 
ВАТ-В)=Х. отсюла: В= Т · Х ДХ+1); 
ВЕТ. (В/Р)/(В/Р) + |, 
где Т — суммарная концентрация меченого и немеченого антигенов, 
Х — соотношение связапной и свободной форм антигена В/Е. 
Константу аффинности рассчитывают как тангенс угла наклона [В/Е| к [В]. Расчет конс- 
тант аффинности антител проводят на основе нескольких допущений: о равенстве константы 
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Рис. 6-14. График лля расчета констант аффинности моноклональных антитед (а) и поликлональной 
антисыворотки (6). 


лля анапига и лля трейсера. о моновалеитном связывапин антител с аитигепом и лр. Наблю- 
лаемая копстанта аффинности при этом опрелелении является средневзвешенной для всех 
фракпий поликлональных антител. Данный расчет является приблизительным и использустся 
в большинстве исследований лля качественного сравнения антител. Более точное определение 
констант аффииности требует строгих расчетов с учегом тушения флюоресиенции и других 
параметров и злесь обсужлаться не булет. 

Итак. приниип ПФИА заклочается в конкуренции определяемого вещества и вешества, ме- 
ченного флююрссиентной меткой. за связывание с ограниченным количеством антител. Метод 
основан на возрастании поляризации фяююресценции меченного флюоресиенном антигена 
при его спепифическом связывании с антителами. Метод ПФИА очень прост в исполнении 
и заключастся в добавлении к аликвоте образца (10—100 мкл) растворов меченного флююрсс- 
ценном гаптена и антител. и последующем измерепин поляризании флиюуоресиеннии. Общее 
время анализа пс превышает пескольких мниут. 


6.2.3. Иммунохимические методы определения наркотиков и лекарств 


Для опрелеления наркотиков и лекарств (см. гл. 7) в качестве препварительных метолов ис- 
пользуюг РИА. ИФА, ПФИА. иммунохроматографический анализ (ИХА) с гараигированными 
прелелами обнаружения в диапазоне от 0.1 ло 500 нг/мл (см. электронное приложение). 


РИА 


Эти методы очень чувствительны благоларя использованию ралиоактивных меток. поэтому 
можно определять очень низкие кониснтрации аналита. Метол ло сих пор имеет преимушес- 
тва перел другими технологиями при определении токсикантов в крови и тканях благодаря 
независимости получаемых результатов от матричных эффектов. Большинство других ИХМ 
не могут быть применены при исследовании крови в случае летального исхола. Скрининг 
посмертной крови проводят после предварительной обработки ацетопитрилом или полобны- 
ми растворителями лля улаления белков. Желчь без предварительной обработки может быть 
протестирована на амфетамины, барбитураты, опиаты и феициклидина (РСР), а после прове- 
ления пробополготовки в желчи можпо определять каннабиноилы и бензолиазепины. Сочета- 
ние высокой чувствительности и низкого матричного эффекта позволяет успешно обнаружить 
диэтиламия лизергиновой кислоты (ЛСД) в моче. рицин в тканях. канпабиноилы в волосах. 
Различные примеси. лобавленные донорами. пытаюшимися скрыть факт употреблепия нарко- 
тиков, к образцу мочи, обычно не дают ложноотрицательный результат. Недостатками мето- 
ла являются трудности. возникающие при уничтожении радиоактивных отхолов. пебольшим 
сроком годности тестов (обычно 60 дней) из-за радиозктивного распада. Этот гетерогенный 
тест трудно адаптировать к недорогим автоматическим анализаторам. Многие производители 
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иммунологических РИА-тестов их больше не изготавливают лля рутиипых исследований из-за 
перечисленпых педостатков, которые снижают потреби гельский спрос. 


ИФА Технология ЕМТ (ферментно-мультиплицируемый иммунный тест) 


Это гомогенный тест, сушшость которого и схема провелепия исслепования представлены 
па рис. 6-15. Меткой. присоединенной к наркотику в этом исследовании. является фермент 
пюкозо-6-фосфатлегилрогсназа (С-6-Р-ОН). который окисляет субстрат глюкозо-6-фосфат 
до глюкуронолактон-6-фосфата и также восстанавливает кофактор иикотинамидаденинли- 
нуклсотид (МАО) до МАОН. Активность фермента полтверждастся спектрофотометрическим 
измерением продукиии МАРН (при А 340 пм). Фсрмеитативная активпость С-6-Р-ОН снижа- 
ется. когла прикрепленный наркотик связан с ангителом. т.с. добавление наркотика вызыва- 
ет высвобожденме мсчсного наркотика из антитсла, при этом возрастает степень продукиии 
МАОН. Изменение поглошения при А 340 нм нрямо связано с кониснтрацисй наркотика в 
биосубстрате. 

Преимущества. 

• Количество связанного меченого наркотика может быть измерено без отдслепия свободпо- 
го. Этот гомогенный тест прост для автоматизации, поскольку реагенты можно смешивать. 
инкубировать и лсгко проводить измерение в рсакииопной емкости. Производитсльность 
апалилатора до 500 образцов в 1 ч с помощью одной мониторинговой системы. Автоматиза- 
ция снижает внутритестовую вариабельность и повышаст достоверность результатов. 

Срок хранения наборов ллительный {обычно более | гола). 

Тесты различаются болыпим диапазоном конпентраиий. 

Используемые технологии широко внедрены в практику, методически близки. что облегчает 

полбор оборудования и снижает стоимость исследования. 

® Изменение поглощения раствора измеряется как функция от времени. Поглощение от из- 
лучающих веществ обычно не изменяется со временем, и сго влияние минимизировано. 

® Разрабоганы некоторые специфичные тесты. например на ЛСД. 


Недостатки: 
Наркотик в растворе Ферыент 
Высокая концентрация наркотика Наркотик 
Высокий уровень 4 
превращения МАО” в & РА № 
МАОН 
| вы О 
Субстанция Продукт 
Н 
Антитело МАО” лы 


Низкая концентрация наркотика 


Низкий уровень = 7! Низкий калибратор 

пров в 8 х 
о 

5 50 
= 

Е. с 
8 

Субстрат 8 10 

МАО” 


90° 
Концентрация. нгАмл 


Рис. 6-15. Сушность тсхнологин ЕМИТ н схема проведения исслслования 1ю М. 1. Зтив. Пояснение в 
текстс. 
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» Влнянис па результаты ис только кросс-рсактивпых соединений, но и матричного эффекта, 
что ведсг к нарушению фепментативных рсакиий. Например. салициловая кислота. мстабо- 
лит аспирина в моче, может привести к ложноотрипательным результатам. 

Иигерферениия вешеств обычио приводит к ложноотрицательным результатам. 
Определение ЛСД (см. выше) имеет линейные характеристики только при низких коицен- 
траниях (иг/мл). в лругом случае лает большой процент пожноположительных результатов, 
возможно. из-за красс-реактивности всиюетв. 


ИФА. Технология СЕО!А (клонированный ферменто-донорный иммуноанализ) 


Суншосгь метода и схема проведения исслеловапия представлены па рис. 6-16. 

СЕРІА — запатентованная технология ИХМ. использующая генно-инженерные фрагмен- 
гы В-галактозилазы Е. сой в качестве ферментной метки. Активность фермента проявляется 
при сочетании лвух фрагментов. называемых ферментно-акиситорным (БА) и ферментно-ло- 
нопиым (ЕО). При ферментном гилролизе хлорофепояред-В-галактозил (СРКС) расшепляется 
на хлорофенолрел (СРВ) и галаклозу. СРКС не поглощасг значимую энергию при А 570 нм. 
Для СРК максимальное поглощение наблюлается при А 570 н 660 нм. что легко можег быть 
измерено. ЕО-фрагмент связан с наркотиком и не будет реассопиировать, если находится в 
комнлексе с антителом. Добавление наркотика вытесняст ЕР-меченный паркотик из антитела. 
в результате наблюдается реассониация и возрастает абсорбпия. Кониентрация наркотика в 
биологической жилкости прямо пропорциональна изменению поглощения. 

Преимушсства. 

Этот иммупотест гомогененный. 

Срок хранения реагентов длительный (обычно более 1 гола). 

Ферментативная активность часго полиостью остапавливастся, когда связывание аититела 

блокирует реассопиапию фермента. Этот ‚феномен деласт высвобождение меченого мар- 

котика. последуюшую реассоцианию фермента и получение окрашенного продукта прямо 


Наркотик в образце отсутствует 


У; 
| - О 
+ + Субстрат | + Субстрат 
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Антитела Фермент Ферментно- Комплекс Ферментно- 
с меткой акцепторный антитело--меченый аицепторный 
фрагмент фермент фрагмент 
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Наркотих Антитело Фермент Ферментно- Комплекс Активный 
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Рис. 6-16. Сущность тсхпологни СЕПІА и схема провеления исследования по М. 1. тив. Пояснение в 
тексте. 
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пропорниональными концептрации интержесующего наркотика. Стапчартный график лине- 
ен в широком диапазоне значений кониеитраний. 

• Мониторинг второй длины волны. 660 им. обссисчивает нскоторую меру зашиты от влияния 
мешающих веществ. которыс могут поглощать УФ-свет при первой длине волны. равной 
570 нм. Изменение поглощения раствора измеряется как функция от времени. Поглощение 
мешающих вешеств обычио не изменяется со временем. и их вклал мипимизирован. 

® СЕОШ имеет трехкомпонентиый набор лля исследования. который может быть использо- 
ваи для измерения ЛСД. Метол имеет болыной линейный диапазон. что снижает вероятг- 
пость фальсификании,. 

Недостатки. 

• Технология относительно повая. разработаниых метолик недостаточно. но работы в этом 
нанравдении продолжаются. 

е Достаточно велик процеит ложиоотрипательшых результатов из-за влияпия примесей в моче 
и матричного эффекта. 


ИФА. Технология ЕЦЅА (Епхуте ііпкеа ітитипо-ѕогБбепї аѕѕау; гетерогенный твердофазный) 


Сушность метода и схема проведения исследования представлены на рис. 6-17. 

Если в растворе нет наркотика. то меченый фермеит (пероксилаза хрена} превращает суб- 
страт тетраметилбеизилии (ТМВ) в окрашенный продукт (А. 420 нм). Если часть паркотика в 
комплексе фермент-наркотик связывастся с антитслом, прикреиленным к поверхпости микро- 
титрованной пластинки. то активность фермента снижается. Меченый наркотик высвобожла- 
стся из связывающего цситра антитела, и активность фермента восстапавливается пропорцио- 
нально кониентрации наркотика в добавлепиом образис (см. электронное приложение). 

Преимушества. 
= ЕШУА высокочувствителен. 

е Менсе выражены матричные эффекты (гстерогенцный тесг). Технология двойной промывки 
позволяет анализировать образцы посмертной крови. 


Нет абсорбции Абсорбция, 
появление окраски 


Антитело 


Абсорбция, А 450 нм 


Концентрация, нг/мл 


Рис. 6-17. Сушность технологии ЕЦШЗЅА и схема провслсиня нсслелования по М. Г. Утив. Пояснение в 
текс. 
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Автоматизация возможна и проше. чем в РИЛ. 

Срок голности ферментной метки болыне, чем радиоактивной в РИА. 

Нелостатки. 

Алаптишия к обычным высокоскоростным апализаторам затруднена. так как это гетероген- 
ный метод. Испозьзуются специальные анализаторы (только для этой технологии). 
Стоимость анализа | обризца выше. чем таковая гомогенного метода из-за необходимости 
использовать специальный анализатор. 

Консерваит мочи — натрия азид (бензоат). добавляемый для сохранности образнов. бло- 
кируст активность пероксидазы хрена. в отом случас метол не может быть использован для 
анализа полобных образнов. 


Кинетическое взаимодействие микрочастиц в растворе. Технология КІМ5 


Меченые соединения — микрочастицы. съязапиые с молекулами паркотиков. В отсутствие 


определяемого паркотика, конъюгат микрочасивы и молекулы пваркотика связывает песколь- 
ко молекул аптилел, образуя большие агрегаты. которые рассеивают напрайленный свет. Пока 
прололжается реакция агрегации. возрастаст абсорбция. Добавлениый наркотик конкурируст 
за свя и» с микрочасгицами, и таким образом ипгибирует образование агрегатов. что уменьшает 
уровень поглощения света пропорнионально коинситрини! паркотика. 


Преимушества. 

Дешевый гомогенный тест. 

Срок годности наборов ллительный (обычно более 1 года). 

Коньюгаты микрочастина—наркотик более стабильны. чем конъюгаты фермент—нарко- 
тик. 

Вешества. которые мешают процессу агглютинаиии в КІМ. обычно велут к ложнопо- 
зожительным результатам. Это является препмушеством. потому что иммунотссты — ск- 
рининговые тесты для илентификаиии образнов, которые могут содержать наркогики. 
Образцы. солержашие и наркотики. и мепинощие субстаниии. булут распознаны как по- 
ложигельные на К1М$ и потребуют поллвержлакицих тестов. тогда как пругис техпологин. 
такис как ЕМП. дадут ложноотрицательные результаты и не будут илентифицироваться 
полгвержлающими тестами. Изменение поглошения раствора измерястся как функция от 
времени. Поглошение от мешающих веществ обычно не измепястся во времспи, их вклал 
мипимизирован. 

Недостатки. 

Микрочастины раствора, использусмого в КІМ5-тссгах. покрывают аналитические трубки и 
требуют спецнального обслуживания. 


ПФИА 


Суцность метола и схема проведения исслелования в общем виде описаны выше (см. гл. 6.2.2). 


прелставлены на рис. 6-1Х (а также см. электронное приложение). 


Пренмушества. 

Иммуипотсег гомогенный. 

Наркотик. меченный флюореснеином. более стабилен. чем коиъюгат наркотик —ферменг. 
Флююресиенпия пробы обеспечивает низкий нрелсл обнаружения. 

Матриный эффект имеет меныисе влияние на изменение поляризаиии флюореспенини. 
чем на измепение прямой интенсивпости света. что делает технологии ПФИА при опрс- 
лелении наркотиков в крови или образиах мочи. хравившихся в течение нескольких лней 
более точными, чем технологии ИФА. 

Срок хранения реагентов ллительный (обычно более | года). 

Нелостатки. 

Тесты более порогие. чем ИФА тесты. 

Флююресненция солей в желчи иногда даст ложноположительные результаты. 

В настояшес время немногие тсхнологин ПФИА адаптированы к обычным высокоскорост- 
ным апализаторам. Техпологин Або (см. выше) должны быть выполисны только на анали- 
заторах комиании. 
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Высокая концентрация антигена — Низкая поляризация флюоресценции 
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Рис. 6-18. Принцип ИФИА. Пояснение см. гл. 6.2.2. 
Е — фаюоресцентная метка; Ар — антиген: А — антитело; Е-Ая — трейсер — меченносе флюоресцентпой 
меткой производное определяемого вещества. 


Иммунохроматография на тест-полосках 


Этот метод оспован на протскании иммуциой реакции антиген—антитело при движении 
тестируемого образца жидкости по полоске за счет капиллярных сил н визуальной детекции 
образования окрашенных зон в различных участках полосок с иммобилизованными иммуно- 
реагентами. 

Поскольку антитела специфичиы к соединению определенной структуры, то паборы выпус- 
каются отдельно на каждую группу наркотических средств и их метаболитов (опиаты. кокаин. 
капиабипоюиды, барбитураты и т.д.). Таким образом. при обнаружении нсизвестного паркотн- 
ческого срелства исслелуемый биообъект необхолимо последовательно проанализировать па 
все групны паркотических средств. 

По своему исполнению тест-системы и диагностикумы предусматривают гомогенный ину 
устерогенный варианты анализа. Для детекиии низкомолекулярных веществ, таких. как нар- 
котики. используется конкурситиый формат иммупохроматографии. Прииции иммупохромато- 
графического анализа (ИХА) состоит в следующем (рис. 6-19). 

На верхний участок тест-полоски мембранного носителя иммобилизуют конъюгат антиге- 
на с белком-иосителем (тест-зона). а в друком месте (обычно выше по полоске на 0,5—1 см) 
иммобилизуют антивиловые антитела (контрольная зона). которые используют для контро- 
лировапия пригодности иммунорсагептов. На нижний участок тест-полоски, который будст 
погружаться в детектируемую жидкость, сорбируют конъюгат специфических антител на оп- 
ределясмый антиген с меткой (обычно коллоидное золото). При погружении тест-полоски в 
пробу образпа жидкость пачинаст подниматься поя действием капиллярных сил по мембране 
и проходит нижний участок полоски с сорбированным коньюгатом. который также пачинаст 
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Рис. 6-19. Приннции ИХА на тест- полосках. 


подниматься с потоком жидкости. Если определяемого апгигена в пробе пет. то окрашеп- 
ные меченные антитела доходят до верхнего участка полоски с иммобилизованным антигеном 
(тест-зона). Происходит нммупная реакция. и образуется окрашеиная зона. Если в тсстируе- 
мой пробе антиген есть (в кониентранции не ниже установленного порогового уровня). то он 
будет взаимодействовать с антителами с образованием нммупного комплекса. Это приведет 
к олокировке активных иснтров связывания антител. и такой иммунный комплекс ис будст 
связываться с иммобилизованным антигеном в тест-зоне, а булег продвигаться выне по тест- 
полоске. В результате эта тест-зона будет ис окрашена. Далес иммупный комплекс антигена с 
антителом, меченным коллоидшым золотом, булст проявигаться до участка полоски с иммоби- 
зизованными антивиловыми антителами. На этом участке булет формироваться аптивиловой 
иммунпый комплекс, который приведет к образованию окрашенной контрольной зоны. Об- 
разование окраски в контрольной зоне должно быть всегла в служиг коптролем сохранности 
тест-полоски лля использовапия. Если окраски в контрольной зоне пет, то иммунореагепты 
на тест-полоске исактивны и результагы опрелеления нельзя оненить. Необхоцимо повторить 
тестирование с номошью новой тест- полоски. 

Таким образом. формирование на гест-поноске одной окрашенной (контрольной) зоны 
свилетельствуст о положизельном результате анализа (выявление антигена в коннентрации 
не ниже контролируемой). формирование лвух окрашсиных зон означает отсутствие антигена 
в исслелуемой пробе. Отсутствие окрашенных зон означает. что тест-полоски не могут быть 
использованы для провеления ИХА 

Пороговые уровни (см. ниже) определения наркотических и психотропных веществ с помо- 
шью тест-полосок ИХА приведены в табл. 6-7. 
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Нало заметить. что положительный результат исслелования. полученный на тест- полосках, 
лалско нс вссгла свидетельствует об употреблении наркотических и психотропных веществ и 
обязательно пољтверждается другими спенифическими методами. Ввиду высокой чувствитель- 
ности ИХМ следует осторожно нодходить к оцсике и интерпрстании полученных результа- 
тов при апализе образнов с крайне малым солержанием паркотических вешиеств (см. гл. 5.6). 
Например, прием терапевтических доз лекарственных препаратов — барбитуратов. бензолиазс- 
пипов может дать положительный результаг анализа с помошью тест-системы. но это пе сви- 
детсльствуст о немедининском использовании указанных ношеств для одурманивания. Тест- 
полоска на каннабиноилы может дать ложиоположительный результат. ссли в образие мочи в 
относительно большом количестве содержится папаверни с дибазолом. папример лекарствсн- 
пый препарат папазоя. Поэтому положительный результат бсз лополнигельного исследования 
другими методами имеет предварительное значение и интерпретировать сто может только спе- 
пиалист, особешю для лифференцирования употребления определяемых вешеств с лечебной 
пелью или лля наркотического и олурманнвающего эффекта. 

Оборудование, вспомогательные материалы и посуда. 

• Горметичпо закрытый влагонепроницасмый пакет, содержаший тест-полоску. 

• Пластиковый или стеклянный контейнер для мочи на 100—200 мл. 

Сбор и подготовка образцов мочи. Свежие пробы мочи собираки н чистые пластиковые или 
стекляниые конгейнеры. пе использованные раисе для сбора мочи и не солержащие коисер- 
вантов. Пробы можио исследовать исмелленно или хранить в холодильнике (2—8 °С) ло 48 ч. 
Для болес длительного хранения пробы мочи заморажнвают при —20 °С или более низкой 
температуре. 

Ход анализа. Вее компоисигы теста и образпа мочи перед провелсписм апализа нагревают до 
комнатной температуры. Мочу собирают в чистую сухую пластиковую или стеклянную посуду. 
Вскрывают упаковку тест-полоски. разрывая се вдоль прорези. стараясь ис касаться рабочей 
поверхности мембраны. Извяскают полоску и погружают сс всртикальио в мочу до уровня 
ограничительной линии па 30—60 с. Тест-полоску из мочи выпимают и кладут на горизонталь- 
ную поверхность. через 5 мин учитывают результат реакции. 

Для иммупохроматографических тест-попосок в качестве меток используют или ферменты. 
или окрашенпыс мелколисперсные вещестна. такие. как коллоидное золото. Частины колло- 
илного золота лиаметром ог 5 до 50 нм имеют ярко-краспую окраску. которая легко детекти- 
рустся. На эти частицы иммобилизуют антитела. чаше вссго используют аффинноочищенные 
поликлональные или моноклональные аититела. Для детекции ферментной мстки необходимо 
лополпительно добавлять раствор субстрата. при этом опрелеление мерки коллоидпого золота 
происхолит визуально без дополнительной обрабогки. В настоящее время практически лля вссх 
иммунохроматографических тест-полосок используются окрашенные мелколисперсные мстки и 
образование иммунного комплекса детектируется непосрелсгвенио в ходе лвижения жидкости. 

В отличие от других ИХМ. провслсние ИХА па тест-полосках не требует никаких допол- 
пительных реагентов — вес пеобхолимыс иммунореагенты находятся на тест-полоске. Весь 
апализ сволится к простому погружению тест-полоски в тестируемую жилкость (например. 
мочу). персмешенис тест-полоски на горизонтальную поверхность (лпя облегчения пролвиже- 
пня жилкосги по мембрапе за счет капиллярных сил) и визуальыюй регистрации окрашивания 
зоп на тест-полоске. Обычно время проведения анализа составляет 5—10 мин (в зависимости 
от типа используемой мембраны лля изготовления тест-полосок). 

Прсимушества. 

» Простота метода (нет необхолимости в дополниалельных рсагентах и приборах, ист сталий 
пипстировапия н промывки — все исобходимые иммунорсагенты для анализа нанесены 
зарапес па мембрану). 

» Определение может быть проведено нсподготовленным персоналом в пелабораторных усло- 
ВИЯХ. 

Быстрота метола — получение релультата в течение нескольких минут. 

Визуальная детекния результатов пля качественно или полуколичественного апализа. 

Из-за этих преимуществ иммупохроматографические тест-полоски иироко используются 
лля быстрого выявления различных биологически активных сосдинений и диагностики мноғих 
заболеваний. 
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Применение общедоступных тест-систем. получивших в последнее время широкое распро- 
сгрансние для лиагиостики употребления паркогичсских и психотропных срелств. расширяст 
возможности скрииииговых исследований в лабораторной ирактике. 

Тест-системы, основанные на мегодс ИХА. позволяют в течение нескольких минут вы- 
явить паличие наркотических или психотроиных средств и их метаболитов в мочс чсловека. 
Па предварительном этапе быстрая и простая лнагнослика, ис требуюшая дополнительного 
оборудования. реактивов и спспнальњых павыков. может быть очень полезна в качестве вспо- 
могательного скрипингового мсгода. В настояшес время выпускаются гоговые коммерческие 
тест-системы и наборы реагеитов — лиагностикумы дя» опрелеления опиатов (морфин, ре 
роин) и канабипоилов (марихуана). а также амфетамина. мстамфетамипа. бензодиазспинов. 
барбитуратов. метилона и др. (см. электронное приложение). 

МЗиСР Российской Федерации разрешены к применению иммунохроматографическис 
экспресс-тесты (тест-полоски) российского и зарубежного производства для выявления со- 
держания ряла наркотнческих и психотропных средств и/или их метаболитов в моче чело- 
века: амфетамина. метамфетамина. каннабиноияов (при употреблении марихуаны пли ее 
продуктов), морфина (опиатов), кокзина. бензодиазенинов. барбитуратов, мстадона, феи- 
пиклилина. экстази. трипикличсских антидепрессантов. Используются также тест-сис1смы 
лля одновременного выявления в моче от 2 ло 6 вилов наркотиков. Наиболее качественные 
тосты представлены па российском рынке фирмами-изготовителями ООО «Инновапиоп- 
ные биотехнологиие. ООО «Фактор-Мел». Зигезстееп Согр. (Канада), ОКС мет. (США). 
Рһатасесһ (США). Нитап (Германия). имскицими регистранию в МЗиСР РФ. Даиный вил 
изделий мелининского назначения не требует обязательного сертифицирования пролук- 
ИИ. 

В последнее время был разработан новый метод выявления скрытых форм наркомании. 
в основе которого лежит ИФА. определения в сыворотке крови антител к наркотическим 
вешествам. Антитсла к паркотическим веществам определяются. лаже если испытуемый 
воздерживался от употребления наркотиков болес | нед. поскольку апгитсла к наркотичес- 
ким веществам циркулируют в крови после последнего употреблепия в течение 2—3 мес. 
Газработапы паборы для опрсясления аитител в крови к опнатам, каннабиноиндам. амфс- 
гаминам. 


Особенности и трудности определения наркотиков 


Моча — эго аналитически верный выбор образиа пля скрииииговых иммупотсстов, так как 
обычно в ией меньше мешающих определению протеинов н продуктов распала эпдогениых 
вещестя, по образцами могут быть другие жидкости или ткапи. Например. потерпевший, ко- 
торые погиб от перслознровки героина. имест высокие кониснграпни морфина в крови. но ис 
в моче (ем. гл. 5). Скрипинговые иммупотесты мочи на ониаты булут лавать отринательный 
результат. Получение результатов скрининговых исслелований крови и их интериретация — 
более сложная залача. так как сильнее проявлются матричный эффект, кросе-реактивность 
и влияние сопутствующих веществ. Белки обычно осаждают до анализа анетонитрилом или 
подобным растворителем. отбирая пинегкой верхнюю фракнию для исслеловашия ИХМ. При 
этом слелуст имсть в вилу пекоторые особенности проведения иссяслования. 

» Кровь умершего со временем разлагается, продуцируя биогенные амины. которые псре- 
крестно реагируют с антителами в иммупологических исследованиях на амфетамины и дают 
ложпоположитсльныс результаты. папрнмер в биологических жидкостях можег накацли- 
ваться тирамин, перекрестно реагирующий в иммунологических исследовапиях. 

» Соли желчи. часть из которых флюорссиируют. могут павать ложноположительные резуль- 
таты при провслении ПФИА. 

• Пскоторыес тесты РИА и ЕЦЅА будут лавать ложноположительные результаты на канна- 
биноимлы в хранившихся нскоторос время образнах крови. Мсхамизм этого явления пока 
псясен. 

• Высокие комиситрации лифепгилрамина дают ложноположитсльные результаты в иското- 
рых иммупотестах мочи на феициклилин (РСР). 

• Дигилроколени и кодсин дают ложноположительные результаты в большинстве исследова- 
ний на морфин. 
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® Тосты ИФА моут лавиъ ложноогринательные результаты, если в образис присутствует кон- 
сервант (МЕ или Мам). 

• Высокая концентрация паркотика п крови подтвержлает недавиее употребление паркотика, 
что может быть важно для расследования обстоятельств дела. 

Во многих изборах иммунотестов. помимо антисыворотки и меченого антигсиа. имеются 
калибраторы н контрольные расгворы. Калибратор — это раствор. содержащий аипализируемое 
всшество в известных копинентрапиях и используемый для установления измеренной концен- 
трации в анализе. Калибраторы используют в соответствии с аналитическими требованиями. 
Коптрольные растворы готовят в свободной от наркотиков биожидкости. Если иммупоана- 
янз применяется как скрипннговый тест. то лостатозно олпого калибратора. Для количест- 
иенпых тестов в каждом исслеловании должно быть использовано несколько калибраторов с 
разянапыми в низких и высоких областях коинентрациями анаяита в линсйном диапазоне. 
Лаборатория должна обосновать и полтвердить ограничение детекции и линейный лиавазон 
для используемой меголики. Результат теста варьируст в зависимости ог партии используемых 
иммунореагентов, поэтому периодически псобходимо подтверждать параметры эффективности 
гсхнологии. 

Особая. несьма важная и спспифичсская проблема определепия паркотвков ИХМ — мере- 
крестная реакпшвность, или кросс-реакция {связывание структурно родсивенных вешеств). Пе- 
рскрестная рсактивиость для опрелеляемых всшсств обязательно должна быть подтверждена. 
Большнисгво производителей исследуют потенциальные мешаклние вешества, и их перечень 
вклалывастся в упаковку тестов. Результаты иселелований дают возможность публиковать бо- 
лее полные списки веществ. имеющих перскрестную реактниность (табл. 6-5). Одиако мета- 
болиты этих вешеств обычно трудполостуины для определения. часто их коннентрания в моче 
весьма высокая. что влияет па результаты иммунологических исслелований мочи. Например, 
фенфлурамии и фентермин — пешества, используемые лля лечения ожирения, имею низкую 
прекрестную реактивиость при определении амфстаминов метолом ПФИА, но норфенфлура- 
мнн — мстаболит фенфлурамина в моче — имест более высокую нерекрестную реактивность и 
пасг ложиоположительные результаты. 


Таблнна 6-5. Кросс-реактияность в иммунохимическом анализе 


| Иммунотесты _ | Ветества. дающие кросс-резкиню 
Амфетамин/метамфетамии МДА. МДМА. хлорохин. эфедрин. исеявозфелрин. фепилиро- 

паполамин, тирамин. фентермин, фенмегразин. фенфлюрамин. 

рапатилин _ 


Беизолиазепины Хлорпромазин 
Бензоилоктоиит (кокаин) Эктовин, метиловый эфир эктонина. кокаип 


Каннабиноилы (ТГК-мстаболиты) Кетопрофен, толметин. напроксси, нбупрофси, апетилсалинило- 
вая кислога 


ЛСД Эрготамин. триниклическис антилепрессанты, верзнамиш, серта- 
лин. фентаним 
Морфин Колеин. дигилрокоясни, тсбаин, гилроколон, оксиколон. окси- 
’ марфон. мепериапи, поркодсин 
Фенпикянани (РСР) Декстромсторфан, ТСР 


Примечание. МДА — метиленлиоксизмфетамин, МДМА — мстилендиоксимсзтамфетамин, ТГК — тет- 
рагилрокапнабинол. ТСР — тспоцикяндни (см. ти. 7). 


Интериретания полученных результатов при использовании ряда тестов требуст особой тша- 
тельностн и учета возможных кросс-реакиий. Например. [-эфедрин пе ласт кросс-рсеакиию в 
амфетамиповом тесте (табл. 6-6). Однако нужно помнить, что концентрация эфедрина в образ- 
пе мочи обычно нампого выше, чем концентрация амфетаминов. Тогда образен с эфелрипом 
булет показывать очевилный амфетаминовый резульгат. например 1100 нг/мл. что превосхолит 
сш! -оЙ. равную НЮ) пум, т.е. установленную наказуемую норму (по закоизм ЕС н США. 
см. ниже). Биопробы людей. припимающих эфедрин. могут быть опепепы этим способом кзк 
положительные на амфетамин. Поэтому требуется. чтобы все образны. положительные в им- 
мунохимических тестах. подтвержлались другими мстолами (папример. ГХ-МС). 
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Таблица 6-6. Кросс-рсактивность теста амфетамин/метамфегамяи 


Вещество Кросс-реактивность, # _ . 
Р-Амфеламии 100 
р-Метамфетамин 100 
1--Мегаифетамии 50 
Фентермии | 50 
1.-Амфегамин 16.7 
1.-Эфедрин 0.5 
Тирамни 0.5 
Фенилиронановамнии 0.3 
Псевлоэфелрни (10) мкг/мл) 0.15 
Псеваоэфелрии (| мг/мл) 0.08 


В табл. 6-6 показана болес низкая кросс-реактивноеть для .-амфетамина. стереопзомера 
Р-амфетамина, чем для феанермина. структурного изомера метамфстамина. Фентермин от- 
личастся от амфетамина наличием метильной группы у асимметрического углерода мегам- 
фетамина и свободной аминогруппой. т.е, потерей хиральности. Это значимое изменение в 
структуре и болыная кросс-рсактинпость кажутся паралоксом, но в иммуниой реакини важна 
совместимость с приниипиально распознающей структурой антител. Синтез иммуногена. ис- 
пользованного пля пролукнии антител у мышей в этом исследовапии, показаи на рис. 6-20. 
Анти гела, «построенпые» иммунпой системой мыши. нс могут полностью отличить фентермин 
от метамфетамина или амфетамина. Это слелует иметь в вилу при оценке исяостатков иммуно- 
тестов и интерирстации полученных результатов (см. элсктропное приложение). 

С течением времени иммунотссты приобрели болыпую спепифичность к таким нарко- 
тикам. как амфетамины. бензоилэкгопии. каннабиноиды. морфин. кодеин и РСР. Тем не 
менее остаются нерешспные вопросы. Например. тесты па каннабипоилы. направленные на 
опрелеление метаболита марихауны 11-нор-9-карбокси- А-9-тетрагидроканнабинояглюкуро- 
нида. илеитифицировали большее число употреблякицих лиц, чем при примеиспии аругих 
технологий, использующих антиюла. более спсцифичные для лругого метаболита (см. гл. 7) — 
неконъюгированной кислоты. Другой пример. Илептификацию бсензодиазепинов проводят (по 
размым методикам) как по псконьюгироваиному наркотику. так и по конъюгированиому мс- 
таболиту. хотя конъюгированная форма находится в моче в болыпей концентрации (см. гл. 7). 
Решение вопроса было пайдено и прелложено побавлять в образеи мочи В-глюкуропилазу (для 
гилролиза копотатов) перед тестированием. Рял произвойителей изготавливают спектр ло- 
ступных антител, позволяющих потребителям выбирать подходящий набор лля применения. 


о 
нс сн, 
С У-ен-ён-н +  (Новьм 
о 
Метамфетамин М-(4-бромобутил)фталимид 
| 
1 
е 
нс СН, 
{У он-ён-ічснмн, гаптен бепок 
ДЬЕ а, 
РЕ. нс сн, > 
(У Сн,-СН-№-СН,),МН-ВоТт 


Иммуноген 


Рис. 6-20. Синтез иммуноена. Пояснение в тексте 
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Сщш-оЇї — термин. используемый для скрининговых методов исслелонапия, так как они 
распознают образпы либо как положительные. либо как отрипательныс без сообщения коли- 
чествсиных результатов. Пороговая копиентрация (сш-ойЙ) — копиентрания всіщества, вые 
которой образец завеломо содержит опрелеляемос вешество или, как говорят, является поло- 
жителыным образном. Этот термип принят лля опренеления наркотиков (см. га. 5.6) 

Сш-оТ — это концситрация наркотика. пиже которой образцы рассматриваются как отри- 
пательные. Пороговая концентрания не рассчитывается. а принимастся такой. при которой не 
может быть ошибки в качественном опрелелепии, т.е. ложноположительного результата (табл. 
6-7 и выше табл. 5-14). Чем чувствительнее мелол. тем пороговая кониентрания ниже. Папри- 
мер. для ПФИА пороговая коннентрания наркотика метамфетамина принята равной | мкг/мл, 
тогла как аля ТСХ она в несколько раз больше. 

Пороговую концентравию при скрипииговом анализе опрелеляют как концентрацию. по 
крайней мере в 3 раза большую, чем предел обнаружения метода. Для этого обычно пронодят 
опрелеление фопового значения наркогика путем измерения не менее 30 образнов нормальной 
мочи от здоровых людей. Пороговая коииентрация устанавливается инливилуально лля кажло- 
го наркотика с учетом проведенных испытаний. Некоторое огрубление пороговой концентра- 
пин практически сводит к минимуму вероятность получения ложноположительных результатов 
ири скрининге образцов мочи. 


Таблица 6-7. Пороговые уровии опрелсления (сш-ой) (в нгумл) наркотических и психотропных венсств ИХМ 


| Вешества і ИХА |  ПФИА | ИФА 
Гео ЗЕНА ВИ АНИ ОНОН) 06 ь Фа. 
Морфин (опиагы. в том числе колсни 300 200 10 
и героин) 
Каннабиноиды 50 25 5 
Амфетамин 1000 Е = 
Метамфегамин ИО (500) _ - ~ 
Амфеталити/метамфктамии == 300 10 
Экетази Мю — == 
і Метадон Е 250 == 
Кокаин и ето мстаболил 300 ми) [0 
Барбитураты 300 200 10 
Бензолиазенины 300 200 10 
‚ Фепинклилян 33 25 > 
ЛСД - 0.5 


Примечание. Привслены данные но источникам литерагуры страни ЕС и США. Прочерк — ие онре- 
лелялни. 


В различных странах мира понятие адмипистративного сш-ой представляет особую пробле- 
му для тесгировапия на наркотики. Сш-ойЙ` устанавливают таким образом. что қаждый человек 
вне зависимости от того. в какой лаборатории тестируется образец, должен получить одипако- 
выс результаты. соответствующие содержанию искомых аналитов. Это означаст. что порог об- 
наружения паркотических и сильнодействующих вешеств (сш-ой) должен быть легколостижим 
и одинаков для любой лаборатории. За рубежом сисой в моче установлены. по они отлича- 
югся между собой в разных странах (см. гл. 5). В то жс время в РФ отсутствуют официальные 
или рекомендованные пороги обнаружения наркотических и психотропных вошеств в моче. 
В настояшее время правомерность вынесения заключения о состоянии опьянсиия. вызвапного 
неустановленным веществом. регламентирустся приказом МЗиСР РФ от 10.01.06 № 1. по сго 
трактовка является спорной при мелинииском освилетельствованнии (см. гп. 1-5). 

В ходе следствия ипогла возникаст нсобхолимость быстро выделить куряших срели большой 
группы люлей. ПФИА в автоматическом режиме позволяст провести скрипипг болыного числа 
образнон мочи в кратчайшие сроки. В пробе мочи объемом 10 мкл за | мин можно определить 
котипии. являющийся основиым метаболитом никотина. Результаты ПФИА уже отобранпых 
образнов следует, как указывалось выше. нойтверлигь другими методами. 
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Определение антибиотиков и сульфаниламидов 


Некоторые антибиотики (папример. стрептоминин, хлорамфеникол) нахолят широкое примене- 
пие в ветеринарной практике и живогиоводстве в качестве лечебных и профилактических средств. 
что приводит к загрязнению пролуктов питания животного происхождения остаточными количес- 
твами аитибиотиков. Для тшательного контроля пишевых продукгов на паличис в пих остатков 
ангибистиков, например амипогликозилных, используюг хромагографические методы с разпыми 
видами летекиии — масс-спсктрометрической. электрохимической. флуоресиснтной, ультрафиояс- 
товой. характеризующисся высокой чувствительностьо и точиостью (см. гл. 6). но трулосмкостью и 
длительностью пробополготовки. Предельно допустимая концентрация антибиотиков. например в 
молоке. — 500 иг/мл. Апалитические характеристики ПФИА антибиотиков позволяют эффективно 
вести мопиторииг за содержанием антибиотиков в продуктах питапия (табл. 6-8). 


Таблина 6-8. Аналитические харакгеристики ПФИА аптибиотиков 


Антибнотик `  Ирелел обнаружения, нг/мл  _ Линейный лиапазои 

А. — Бе _ концентравий. иг/мл 
Гентамицин 10 Т0 
Канамицин 30 100—5000 
Стрептомицин 15 20)—10000 


ПФИА сгрсптомицнна используюг для экспертизы образиов молока. Хотя в этом случае 
наблюлается значительное влияние матрицы и образпы необходимо разбавлять листиллиро- 
ванлой волой. это ис снижаег эксиресспость анализа и в то же премя позволяет определять 
зостаточно низкие кониситраиии антибиотика. На примере опрелеления гентамицина было 
показано. что. используя те жс самые иммунореагенты, как дзя ПФИА. возможно проволить 
флюорссиентпный иммуноанализ по тушению флкюресисипии лля определения антибиотика. 
используя обычный флкюриметр. который может быть простым и миниатюрным. 

Метод ПФИА позволяет спсинфически опрслслягь одни сульфапиламид из большого числа 
сосдимепий со сходной структурой МН,‚-С.Н,-$0,-МИ-К. Ведутся исследования. и получен 
предварительные результаты по созданию мульти-ПФИА, т.с. олновремеиного опрелеления 
нескольких сослипспий. близких по структуре. В настояиес время мстол ПФИА оптимален 
лля тестирования антител, определения аффинности и стратегии по выбору иммунорсагентов 
аля определения мпогих лскарств. 


6.2.4. Иммуно-химические методы определения 
пестицидов, гормонов, токсинов 


Начиная со второй половины 80-х годов ХХ века, интенсивно ведется разработка техноло- 
гий ИХМ определения псстинилов (см. гл. 8.4). Традиционио применяющисся для детекции 
пестицидов мстолы ГЖХ. ВЭЖХ. ГХ-МС (см. гл. 6.3 и 8.4) требуют пробополготовки образцов, 
наличия дорогостоящей аппаратуры и высококвалифинироваиного персопала. 

ИХМ опрелеления пестипилов основаны на реакции связывания их молекул спспифически- 
ми зптитолами — поликловальными сыворотками или мопоклональнымн аитителами. В пос- 
лелнее десятилетие развиваются технологии получения рекомбинаитных и химерных антител. 

Большинство песгицидов являются моновалентными антигенами. поэтому они летсктиру- 
ются в осповном посрелстном конкурситпых схем ИФА (см. выше). Принцип метода состоит в 
конкурентном взаимодействии меченого антигена и определяемого вещества за ограниченное 
число центров связывания специфических аптитсл. 

В прямом способе (Чиест ЕШЅА) проведения ИФА антитела иммобилизованы на тверлой 
фазе. а ферментная метка вводигся в антиген (см. выше гл. 6.2.1). Несмотря па сложность и 
нсуниверсальность методов синтеза фермептных конъюгатов. возможное влиянис компонси- 
тов образна на активпость фермента, болыьпипство коммерческих паборов для опрелелення 
пестицидов основано на этой схеме анализа. В послслисс время появились сообщения о гси- 
по-инженерном методе получения фермситных коньюгатов и их применении для определения. 
например 2.4-дихлорофеноксиуксусной кислоты (2.4-Д). 
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Олнако при разработке новых метолнк ИФА чаше всего применяют болес простые методы 
и иммунореагситы. Ненрямая схема (1патесі Е ЗА) с использоваписм меченых вторичных 
антител является одной из наиболее распространеиных схем (см. выше гл. 6.2.1). Олиако такая 
схема анализа усложняет его по сравнению с прямым методом ИФА из-за введения дополии- 
тельных стадий. 

Методики ИФА адаптированы для созлания тест-систем (наборы для ИФА). с помошью 
которых можно определять пестициды в объектах окружающей среды и пролуктах питания, 
Коммерческие лиагносгические наборы преимущественно основаны на принципах тверлофаз- 
пого ИФА. В болыпинстве произволимых наборов используются поликлоналыьтые антитела. 
поскольку их получение сопряжено с меньшими затратами срелств. Реализованы наборы чаще 
вссго на микропланшетах или в пробирках. 

Некогорые пестицилы пестойки в окружающей среде. поэтому в пекогорых случаях эф- 
фективпо проводить определение пе самого пестиннла, а продуктов его разложения. Другие 
пестицилы быстро подвергаются биотрансформации в организме ло устойчивых метаболитов. 
которые более токсичны. чем исходные пестнинды (см. гл. 8.4). Разработаны методики ИФА 
для определения в моче основных метаболитов гербицидов алахлора (2-хлоро-2”,6'’-диэтилаце- 
танилид и лиэтнлацетанилид) и мстолахлора {меркаптурат метолахлора). 

ИФА пестицилон позволяст проводить скрининг более 100 проб в день олним оператором 
без значительного повышения стоимости анализа при увеличении нагрузки. Время работы 
операгора ири этом составляет около 2 ч, значительная часгь времени тратится на проведение 
этапов инкубировапия. В настоящее время в практику входят автоматизированные лаборато- 
рии. использующие вместо классических 96-луночных планшетов 384- и 1536-лупочные. что 
увеличивает произволительность метола до десятков тысяч проб в лень. 

Реагенты лля анализа 1 пробы примерно в 20--100 раз дешевле реактивов на 1 пробу в мето- 
дах ГЖХ и ВЭЖХ. стоимость оборудования в 5—6 раз ниже. Во многих страпах ИФА признан 
наиболее экономичным лля экологического скриниита. 

Доля гетерогенного твердофазного ИФА среди всех ИХМ определения пестицилов состав- 
ляст около 90%. ИФА (техпология Еіѕа ) используется не только для определения часто упот- 
ребляемых пестицидов и их метаболитов, но и для других поллютангов (см. гл. 10), например 
полнароматических углевопоролов, хлорированных дифенилов и дноксипов (табл. 6-9). По- 
следнис являются особсипо сложными иммуногенами. что трсбуст примсисния нестанларт- 
ных схем при получснии антител или изменения формата анализа. ПДК этих загрязнителей 
настолько низки (лля лиоксинов — на уровис пикограммов). что класснческие схемы ИФА 
становятся пепримепимыми. Разрабатываются новые варианты ИХМ, например гомогенный 
фосфоресцентный иммуноанализ дноксинов. 


Таблица 6-9. Основные парамстры опрелеления искоторых псстицияов и лругих загрязняющих вешеств в 
различных объектах окружакиней среды и пищевых пролуктах метолом ИФА 


Вещества Прелел обнаружения. Анзназон определяемых 
| Драз 2 000 мкг/л | содержаннӣ. мкг/л 
Алахлор —* 0.7—27.9 
| Атразин 0.7 1—10 
Айстохлор 0.2 0.2--65 
Ацефат 2 5—140 
Ацстил-гляфосинат 17 20 — 10000) 
Азэдирактин 0,5 і 0,5— 1000 
Бензсульфурон-метил 0.002 0.01—0.60 
Бромофос-этил 0.3 1—0 
Глифосат 0.6 1—25 
ГХЦГ 20 = 
Гилрокситриазины 0.01 0.006—2 
Деалкилированные гилрокситриазины 0.32 0.5—37.8 
Диазинон 0.05 


2.4-Д пербиния) 0.05 | 0.5—5000 
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2.6-Дихлоробензамиа 
ДАТ 

ДДТ 

Делтамстрин 
Дноксин 

Инабенрид 
Имилаклоприл _ 


Карбарил. карбофуран. метиокарб 


Метолахлор 
Меркапгурат метолахлора 
Молинат 
Метил-наратнон 
Нитрофенол 

ПХхФ 

ПХФ 
Полихлорированные дифеннлы 
Пропания 

Пропанид 

Тиабендазюл 

Триазины 

Атразнн 

Триклопир 

3.3.6- Трихлороиирилин 
2.4,5-Т 

2.4.6-ТХФ 

2.4,6-1ХФ 
2.4.6-Трихлороанизод 
Феноксикарб 
Фенитроїнон 
Феинтрооксон 
Фентион 

Фенбенлазол 
Флуинтринат 
Фллолния 
Хлориирифос 
Хлорсульфурон 
Цилерметрин 

Циазин 


0.05 
0.3 
0.2 
1.1 

0.003 
5 мкг/кг 
9.1 
10 мкг/кг 
0,1 
0,2 
1 

0.05 

0.61 
0.1 

0.5 мг/кг 
0.1 
1 мкг/кг 
0.2 
| 

0.01 

0).1 
0.037 

0.052 

0.02 
0.2 
0.2 

0,01 

1 мкг/кг 

0.32 

| 


0.3 мг/кі 


з 


1.3 


0.01 


Окончание табл. 6-9 


0.3—30.5 
0,5—50 мг/кг 
0.1—1000 
20—130 
0.1—5.2 
0.13—6 
0.023—500%0 
0.48--4.14 
0.71—27 
10— 10000 
1—20 
10— 2000 
0.2—10 
1--100 вм 
1—10) 
1—10) 


Примечание. ® Прочерк — не определяли. ГХЦГ — гексахлороциклогексан: 2.4-Д — 2.4-лихлорофе- 
ноксмуксусная кислота; ДЛТ — Е.Е. -трихлоро-2.2-бис-(4-хлорфсинл)этан: ПХФ — пиентахаорофенол; 


2.4.5-Г — трихлорофеноксиуксусная кислота. 


Основными направлениями в совершенствовании метолов иммуноанализа являются: со- 
крашение времени проведения анализа: возможность проведения анализа в полевых условиях: 
хлешевление метола; миннатюризация анализа: автоматизация определения; возможность од- 


новременного определения нескольких ацалитов {мульлианализ). 


Примером сокращения времсии определения может служить применение гомогенных мето- 
зов. не содержащих сталий разделения реагситой. например методов, в когорых используются 
ичпринтинг-полимеры вместо антител, а также ПФИА. 
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ПФИА — метол гомогенный (позволяст избежать сталий разделения образовавщихся иммун- 
ных комалексой). эксирсссный (время анализа 10 образпов около 7 мні). лостаточно дешевый 
пля постоянного контроля за содержанием пестицидов в режиме реального времени. однако он 
уступает твердофазному ИФА по чувствительности. Чувствительность ЕЦШЅА (в среднем) со- 
ставляет порядка 0,2 нг/мл. а чувствительность ПФИА для определения исстицилов в рабочем 
лнапазоне концентраций — от 10 нг/мл и выше. ПФИА является оптимальным методом для 
мониторивга рабочих кониеснтраций исстинилов в объектах окружающей срелы, 

Для оперативного экологического мониторинга в полевых условиях разрабатываются экс- 
пресс-тесты . Один из примеров таких тестов — опрелеление ПХФ в воде и почве с визуальной 
детскиисй основан на атлютинации латексных микрочастиц с пришитым ПХФ при связы- 
вании е антителами. Время определения 5 мин. На том же принципе основан иммуноанализ 
атразина н пругих триазинов. позволяющий определять атразин в почве и воде. Описаны им- 
мупоаналитические тест-полоски для опредсния гербииила 2.4-Д и лифлюбеизурона в про- 
луктах питания. Интеисивность развивающейся окраски определяют с помошью переносного 
фотгометра. общее время теста вместе с пробополготовкой составляет 15 мии. 

Примером миниатюризации ИФА с хемолюмииеецентиой детекиией служит использова- 
ние одноразовых стеклянных капилляров. покрытых карбокснметиляекстраном. к которому 
пришичы моноклональные антигела. Определение 2.4.6-ТХФ в микрокаиле (58 мкм) осушест- 
вляется с помощью гомогенного иммуноанализа. основанного па тушении флюоресцениии. 
Прелел обизружепия метола 0.04 мкг/л. в моче 1.6 мкг/л. При осунеегвлении данного метода 
в микропланінете прелел обнаружения составляет 0,36 мкг/л. Популярными в носледние гола 
стали миниатюрные аналитические устройства — микрочипы, например опрелеление агразипа 
в проточной системе на микрочине. 

Мультнанализ основан либо на применспии группоснецифических антител. позволяюших 
опрелеляль пестициды одпон группы. либо на совместном использовании антител к различным 
аналитам. 

Высокой производительности определения позволяют достичь автоматизироваиные мик- 
ропланшситыс ИХМ. основанные на иммуноферментных. флюорссиситных и других разно- 
вицностях иммуноанализа. Эти технологии явинотся наиболее экономически выгодными для 
массового скриниига (см. элсктропное приложение). 

Попытки улучшить характеристнки анализа и уменьшить его стоимость привели к примене- 
нию новых вилов антител: рекомбинантных, антнидиотипических, сонтетических и к исполь- 
зованию только отдельных фрагментов антител: РаБ-фрагментов. одноценочечиых антител. 

Каииллярный электрофоретический ИФА с электрохимической детекиией позволяет до- 
стигиуть пределов обнаружения на уровис нг/л. В последние годы интенсивно разрабатывают- 
ся бносснсоры и иммупосенсоры — миниатюрные приборы. основанные на сиенифическом 
иммунном распознавании н электрохимической детекиии. 

Многие иммуносенсоры основаны на флюоресиентной дегекцин. Нанример, опговоло- 
конный иммуносепсор для определения гербицила 2.4-Л использует флюорофор и состоит 
из комнактного тверлофазного лазерного источиика и фотодетектора. Предел обнаружения 
2.4-Д 60 пмоль. Другими нримерами являются: электрохемолюминесцентный иммуносенсор 
дая определения 2.4-Д с пределом обнаружения 0.2 мкт/л; биосенсор на 2.4-Д с примене- 
нием импринтинг-полимеров с рабочим диапазоном концентрапий — 0.22-88.4 мкг/л: био- 
сенсор на 2.4.6-трихлоранизол с использованием трафаретных электролов (так называемых 
5сгееп-ргимей гіесігодеѕ). Для определения 2.4-Д и атразина были разработаны пьезоэлектри- 
ческие иммупосенсоры па основе золотого электрола. При определении 2.4-Д используются 
иммуноссисор. основанный на конкурентном иммуноанализс с применением поверхностного 
плазмонного резонанса (рабочий лиапазон 3— 100 мкг/л). а также системы, основанные на фо- 
тоиндуцироваииом переносе электронов (золь-гелевый люминссиснтный сенсор с использона- 
нием импринтинг-полимерон, специфичных к 2.4-Д) пян электрохимическом опрелелении с 
амперометрическими траисдьюсерами. Новые технологии имеют широкий линейный дианазон 
определения. низкий нрелсл обнаружения. позволяют иснользовать переносное оборудование 
пля измерений в полевых условиях. 

Современные апалитическис подходы позволяют проводить наблюдение за связыванисм с 
разрешением во времени. причем как с помошью меченых решентов, так и без использова- 
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ния метки (например, интерферениионная спектромстрия). Такие полхолы применяются лля 
мультианажиза. так как считывание сигнала с различных сайтон на одном волноволс позволяет 
жтектировағь песколько сигналов из одного образпа за короткос время, особенно когда опити - 
ческий трансдыосер присоединен к ССО-камерс. 

Перечнеленные метолики ИФА определения пестинидов апробированы и включены в офи- 
ниальный список агентства ло охране окружающей срелы США (м\\.ера-воу/орм\/тео4$/ 
тсћоах.мті, пк со ЕРА`$ Оћсе ог Сгоипбмацег апа ОЙсе оГ Кехсагсћ апо Осусіортеги дгілкіпе 
магег ше Ио45).. 

ИФА является хорошей альтериагивой физико-химическим методам анализа различных 
объектов на остаточное содержание пестинидов. Однако влияние содержащихся в образце ирн- 
чесей может сказываться на результатах анализа. Поэтому часго определению пестицида пред- 
шествует предварительная подготовка образиа. В некогорых случаях нивелировать влияние 
матрины улается способом ЖЖЭ. Чаше для вылеления определяемого вещества применяют 
лругие вилы экстракини: тверлофазную. ультразвуковую. микроволновую. суперкритическую 
жилкос1ную и лругис (ем. гл. 5). в том числе иммуноирииную. 

Иммупоэкстракпия используется при опрслелении нестиннлов. наркотиков, токсинов. ле- 
карственных пренаратов и совместима с различными аналитическими системами. например 
жнлкостной хроматографии. 

Для селективной экстракиии пестицидов при пробополдготовке образцов применяется спо- 
соб иммупоаффинной экстракиии. оспованный па сисинфическом связывании антигена и ан- 
титела — исследуемого вешества и стационарной фазы (рис. 6-21). Такой способ пробополго- 
товки позволяет одновременно проволить экстракиию. коииентрирование и очистку образна 
от компонентов матрицы. 

К преимуществам иммуносорбентов относягся возможность их регенерании и дянгельнюго 
многократного использования по сравнению с сорбситами. применяемыми в ТФЭ. По срав- 
нению с мсгодами ЖЖЭ значительно сокрешастся расход органических растворителей. пос- 
кольку лесорбиию вешеств проводят малым объемом (1—4 мл) органического растворителя, 
Для экстракции максимального числа вешеств олпой группы применяют смешанные имму- 
носорбенгы, состояшие из антител к разным соелинсниям лайной грунны и способствующие 
полноте извлечения. 

Иммуносорбенты обеспечивают высокую чувствительность и селективность при иеслело- 
вании самых разных объектов. характеризующихся сложным составом матрицы и наличием 
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Рис. 6-21. Схема пробополготовкн образна метолом иммуноэкстракцин. 
а — сорбиця определяемого нешсства на нммупосорбане: б — промывкз из пммуносорбеите: в — лесорб- 
пия опрелеляемого вснсства, 
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примесей: биологических жилкостей, новерхностных м сточных вол. промышленных стоков. 
продуктов питания. 


Определение гормонов 


Жепекне ноловые гормоны и сосдииения. близкие к ним по структуре. лостаточно лавио 
используются в животноводстве. и их содержание жестко контролируется в продуктах пита- 
ния. До пелавних пор считалось. что эстрогены не солержатея в водных источниках или их 
содержание пренебрежимо мало. Однако исслелования послелиих яст показали. ито количес- 
тво эстрогенов в воле рек и озер неуклонно растет. Для мониторинга окружакицей среды с 
целью определения эстрогепов используют хроматографические мегоды с различными спо- 
собами лсгекции. тверлофазный иммуноанализ п ралиоиммуноанализ. Средиее содержание 
эстрогенов в ппироаных вочных источниках составляет порядка і нмоль/л. Эстрогены даже 
в столь низких коннентрапиях способны оказывать влияние на эндокринную систему живых 
организмов. Гетерогенные иммунохимические методы (Е1.15А. РИА) применяют для количест- 
венного определения эстрогенов. а также лля обшего качественного обнаружения — «наличия- 
отсутствия» — эстрогенов в воде. ПФИА уступает перечисленным методам в чувствительности. 
ію существенно превосходит их по эксирессности. чго имеет большое значение при работе 
с большим числом образцов. Однако чувствительность ПФИА позволяет оирсаелять прогес- 
терон и 17-оксипрогестеро в сыворотке кровн человека. Для тироксина, грииподтиронина. 
кортизола. тестостерона. эстрадиола метол ПФИА пока нс применим из-за пизкой чувстви- 
гечьности м влияния матрицы образца. Дальнейнисе совершеиствование иммупорсагснтов и 
приборной базы позволит повысить чувствительность пля экснрессного и прямого определе- 
ния гормонов методом ПФИА. В отличие от конкурентного формата ПФИА. олиореагснтный 
способ распространен не так широко. Его основное отличие от конкурснтного заключается в 
предварительном смешении растворов антисыворотки и трейсера с образованием раствора им- 
мунокомгискса, называемого •51пр]е-гсарепі» (56). При послелукицем лобавлении к раствору 
озиаи!е-геареи» анализируемого образиа происхолит вытеснение меченого антигена иемеченым 
и изменение аналитического сигнала (рис. 6-22). Пронесс установления в системе равновесия 
требуег большего премени но сравнению с конкурентным метолом. однако он не препышает 
20 мини, что позволяет использовать олнорсагентный метод анализа без ушерба экспрессносги 
его проведення. 

Олним из преимуществ оннореагеигного ИФИА являстся болыная стабильность реагенгов. 
Так раствор «хіпе1е-гсаретм» может храниться без потери чувствительностн и снепифичности 
гораздо более долгое время, чем растворы антисыворотки и трейсера но отдельности. 


Определение токсинов 


Микотоксипы, папример азфлатоксин. охратоксин. зераленон и другие (см, гл. |) часто 
обиаруживают в продуктах питания при их исправильном хранении, особенно в южных регио- 
пах с высокой влажностью поздуха. Синтезированы трейсепы и иммуногены на рял гоксинов. 
получены моноклональные антитела и разработаны методики, позволяющие определять ток- 
сины с высокой чувствительностью и спенифичностью. например н зерне. орехах. пряностях. 
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Рис. 6-22 Схема однорсағенъного ПФИА. 
Е — флюоресиентния метка; Ар — зитиген; зизчок У — ангитело; Е-Аё — грейсер — меченое фяюогес- 
нентной меткой пранзводное определяемого вансствя, 


Ад (АЕ 
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Охратоксии А определяют в метанольных экстрактах зерна без пробополготовки. Так. предел 
обнаружения охратоксина А составляет 3 нг/мл, а параметр 1С., равен 30 нг/мл. Кросс-реак- 
тивпость охратоксина А с токсинами зсраленон, афлатоксии. патулин, токсин Т-2 ниже 0.1%. 

В настояшее время наметилась тенленция к тому. что в контроле объектов окружающей сре- 
лы на содержание загрязпителей хроматографические методы в ряде случаев булут заменены 
иммунохимическими как наиболее простыми. быстрымн и деневыми. 


6.2.5. Иммуно-химические методы анализа 
металлов и металлосодержащих веществ 


Для определения ионов металлов в биологических образиах и объектах окружающей среды 
применяются разнообразные методы (см. гл. 6.4 и 8.5). многие нз которых ловольно дорогос- 
тояшие. требуют специального оборудования и иробоподготовки. ИХМ с использованисм спс- 
пифических антител служат лополпитсльными методами определения ионов металлов. 

Антитела получают не к понам металлов, а к комплексу понов металлов с хелатором. Такие 
антигела облалают способностью биомолекулярного распознавания хелатного комплекса оп- 
ределенного мсталла, но они ис связываются с соответствующим комплексоном (хелатором). 
а также с комилсксом этого комилексоиа с ионами лруғих металлов. Хелатирующий агеит ис 
является спеинфичным для опрслелясмого металла, но имеет высокую констапту связывания 
< ним. Снецифичность определения ионов метиллон обеспечивается специфичносиью исполь- 
зземых антител к комплексу понов металла с комплексоном. Из рис. 6-23 приведена схема 
образования комплекса ионов металла (определяемого и неопрелеляемого) с комплексоном 
и связывания спепифическими антителами комплекса. образованного иопами опрелсяясмого 
металла. но эти антигела не связывают комплекс. образованный с ионами другого (нсопреде- 
ляемого) металла (см. электронное приложение). 

В настоящее время получены поликлональные и мопоклональтые антитела к комплексам 
хелатов с нонами нескольких металлов и на основе этих антител разработаны метолики ИХМ. 
Лля определения ионов мсталлов чаше всего проволится конкурентный непрямой метод ИФА 
(Е115А). включающий несколько стадий инкубации и промывки (рис. 6-24). На первой стадии 
{3) к образцу с ионами металлов (кружочки различного размера) добавляют избыток хелатора 


Ион определяемого “ы Ион неопределяемого 
металпа металла 
о Хелатирующий © 
агент 
а `% 57) ] 
РЕЧ Хепат 
Б а аи неопределяемого 

апла металла 
Ы (< 1кД) 


<-- 


Антитела к хелату 


2 


Иммунный комплекс 


(< 160 кД) 


Рис. 6-23. Схема обраловання спспифичсских антител. Пояснение в тексте. 
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Рис. 6-24. Сталин провеления ИФА Концентрация 
лля опрелеления иопов металлов. По- в г дода мотапла 
яснение в тексте. 


(закрашенные полусферы) для образования хелагного комплекса. Па второй стални (6) этот 
хелатный комплекс добавляют в лунки планшета. на стеиках которого уже иммобилизован 
хелатиый комплекс, а затем вволят раствор антител (значок У). Таким образом, иницииру- 
ют конкурентную реакцию между хелатным комплексом в растворе и хелатным комплексом, 
иммобилизованиым на твердом носителе. за связывание со сиспифическими антителами. 
На третьей сталии (в), после промывки и хлаления всех компонентов иммунной реакции. кото- 
рые остались в растворе. образовавшийся иммунный комилеке иммобилизованного хелатного 
камилекса с антителами дстектируют путем лобавления конъюгата антивиловых ангигел с фер- 
ментом (значок Ү со звездочкой). После проведения промывки для удаления несвязавшихся 
компонентов реакции добавляют раствор субстрата и иронодят детекцию фермента спектрофо- 
томстрическим или каким-либо другим способом. В результате (г) получают гралуировочный 
график измерениого апачитического сигнала от кониептраиии иона металла в образце. 

Для провеления ИФА нсобхолимо 50--100 мкл образиа. В зависимости от специфичности 
и афуринности используемых антител и мстодики анализа можно определять ионы мсталлов в 
широком лнаназоне (табл. 6-10). 


Таблина 6-0. Прслел обнаружения ионов мсталлов метолом ИФА (технология ЕШЅА) 


Хелатный комплекс металла Предел обнаруження. (нг/мл) 


са -ЕОТА 7 
Нё--ЕБТА 2 
РЫН)—СНХОТРА І 
РЫН 1-- ТРА 2000 
МШ) ОТРА 50 
00, : 0,2 
Нё(И)-глютатион | 
іп-ЕрТА 5 


Примечание. ЕОТА, СНХОТРА, ОТРА —комнлексоны различного строеиня. 
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Мегод ИФИА отличастся ог ИФА простотой постановки мсгодики. Вместо нескольких ста- 
лий определенне мегодом ПФИА проходит в оду стадию (рис. 6-25 и 6-26). 

Для определения ионов металлов методом ПФИА к аликвоте образца. содержащего опре- 
леляемние м неопрелеляемые ионы металлов, добавляют: избыток хеллтора. который переволит 
все ионы металлов в образие (определяемые и неопрелеляемые)} в их хелатные комплексы; 
фиксированную коннентрацию лрейсера (комилекса определяемого нона металла с хелатом, 
мчеченного флюоресиентной меткой); фиксированную концентрапию спенифических антител. 
Реагенты перемешивают н измеряют поляризацию фаяюорссиениии реакционной смеси, 

В зависимости от конпентрации понов металла в образис в результате проведения ПФИА 
могут получиться слелуюшие результаты (рис. 6-27). Если в образне нет мли очень мало опре- 


Иммунореагенты 


Образец. содержащий 
ионы определяемого 
металла 


Рис. 6-25. Приниии ИФИА для определения нонов металлов. 


| Хелат 
|. с флюоресцентной 
меткой 


\ 
© и 


2 Рис. 6-26. Схема конкуреніного взаимодействия комилек- 
| са ионов металла с хслатором и комижскса ионов металла 
с хелатором. меченным флюорсснеитной меткой (трейсе- 
Проба ром). со снепифическими антитеяами. 
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Рис. 6-27. Схема ПФИЛ и пример гралунровочного графика для опрелелсния иопов мсталлов. Пояснение 
в тексте. 


деляемых ионов металла. то только трейсер булет взаимодействовать со спепифическими анти- 
телами с образованием иммунного комнилекса. который имеет большую молекулярную массу. 
Поэтому поляризация флюоресценции рсакиионной смеси булет высокой (порядка 200— 
250 елипии тр). Если в образие коицентрания определяемых ионов металла булет нысокая. 
то и концентрация комнлекса этих ноной е с хелатором будет высокой, значит. этот комн- 
лекс будет взаимолействовать со спенифическими антителами. а трейсср останется в свобод- 
ном (иссвязанном состоянии). Трейсер имест относительно невысокую молекулярную массу. 
поэтому поляризация флюореснеииии реакционной смсси такжс булет невысокой (порялка 
50—100 единиц тР). 

Для определения кониентрации ионов металла в неизвестных образиах сначала получа- 
ют гралуировочный график. Измеряют поляризацию флюореспениии реакционной смеси со 
станлартными образцами ионов металла с известной коиценлрацией и строят градуировочный 
трафик зависимости поляризации фяюореспенции от кониснтрании иона металла в образце. 
Для неизвестных образпов проводят таким же образом ПФИА. измеряют поляризацию флю- 
оресисниции реакиионной смеси и по градуировочному графику рассчитывают концентрацию 
понов металла в образие. 

В настояшее время нолучены иммунорсагенты и разработаны мстодики ПФИЛ для опредс- 
ления понов свиица (предел обнаружения 50 нг/мл) м кадмия (предел обнаружения 1,0 нмоль 
и лианазон ()— 00 нмоль). 

ИФА и ПФИА являются повыми технологиями для определения ионов мстазлов. Опи поз- 
воляю определять ноны метазлон н режиме реального времени и могут быть использованы для 
быстрого полуколичес гвенноғо и количествениого определения. Используя спепифические ан- 
титела можно опрелелять ионы копкретного мегалла. а используя несколько антител, опреде- 
лять несколько нонов металлов при совместном присутствии. Применяя антитела с широкой 
снецифичностыью. можно определять суммарное солержание несколько близких по свойствам 
монов металлов. Для опрелеления ионов металлов в нанограммах на 1 мл необходимо 100 мкл 
образна. Время определения нона металла в 96 образцах метолом ИФА составляет около 2— 
3ч, а определепие понов металлов методом ИФИДЛ (от 1 до 96 образцов) возможно за несколь- 
ко минут. 
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6.3. ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИКАНТОВ 


Как много дел считалось невозможнымн, 
пока они не былн осуществаены. 
Плиний Старший 


6.3.1. Классификация, термины и определения 


Работа русского ученого М.С. Цнета «О новой катсгории адсорбционных явлений н о ири- 
мененин их к биохимическому анализу» — первое исслелование в области хроматографин — 
была опубликована в 1903 г. 

К концу ХХ вска этот метод превратился в мошнейший инструмент. без которого невозмож- 
но проведение химических. биохимических. медицинских. космических и других исследова- 
ний. экологического мониторнига. кримииалистической ияи искусствовелческой экспертизы. 

Хроматография — физико-химический метод разлеления вешеств или частин, основан- 
ный на различии в скорости их перемешения в системе песмешиваюшихся и движушихся 
относительно друг лруга фаз. В более широком смысле хроматографисй называют науку о 
межмолекулярных взаимодсйствиях и переносе молскул или частиц в системе несмепиува- 
юшиҳся и движушихся относительно друг друга фаз. Эти ава определения даны Научиым 
советом по хроматографии и алсорбнии РАН. По определению этого понятия, данному 
Фармаконеей США. Великобритании и лругих стран под хроматографисй понимают метод 
разлеления веществ при помощи различных миграниоиных процессов в системе, состояшей 
из двух или более фаз, одна из которых двигастся в определенном направлении. при этом 
ниливидуальные вещества обладают отличной друг от друга подвижностью, обусловлеиной 
различиями в адсорбции, распределении, растворимости, давлении паров, размерах моде- 
кул или плотности заряда. Полученные в результате разлеления инливидуальные вещества 
могут быть обпаружены и количествсиного оирелеяены при номоши нодхоляшего аналн- 
тическоғо метода. 

Из вышесказанного следуст. что хроматография как физико-химический процесс основан 
на различных скоростях движения и размывания копнентрационных зон компонентов, ко- 
торые движутся в потоке подвижной фазы влоль слоя неподвижной фазы. Прн этом необхо- 
лимо иметь в виду, что исслелуемые вещества пахолятся в обсих фазах в равновссии межлу 
НИМИ. 

Классификация и особенности применения. Осповываясь на рекоменлациях ИЮПАК (ЈОРАК). 
Научный совет по хроматографии и адсорбиин РАН нреллагает счедующие классификании 
хроматографических метолов (табл. 6-11). 


Таблина 6-11. Классификаини хроматографических методов 


Метод Описание 
По агрегатному состоянию фаз хроматографической системы 

Газовая хроматография Хромагогрифический метод. в котором подвижной 

Са сСпготаоргарВу фазой являстся таз или пар 

Газоалеорбиионная Хроматографичсский метод. в котором подвижной 

хроматография (газотверлофазная) фазой служит газ или нар, а пеполвижной — твердый 

Саз-воЙЧ сһгопунаргарђу адсорбент 

Газожилкостная хроматография Хромагографический мегод, в котором подвижной 

Сакина сбгопаюсзарНу фазой служит газ или нар. а неполвижной — жид- 
кость. нанесенмая на тверлый носитель или на сгеики 

| колонки 

Газомезофазная хроматография Хроматографический мегол, в котором подвижной 

Саѕ-теорһаѕе сИгопенозгарВу фазой служит таз или нар. а иснолвижной — вешесгво 
в жилкокрис галлическом состоянин (мезофиза) 

Жилкостная хроматография Хроматографический метод. в котором подвижной 


Шаша сһготатовгарћу (фазой является жидкость 
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Жилкостно-алсорбниоиная хромагография Хроматографический мегод. п котором подвижной 
(жилкостно-тверлофазная) фазой служит жидкость, а неполвижной — тверлый 
Наию-зоН сбгогонозгарву алсорбент 

Жилкостио-жилкостная хроматография Хроматографический метод. в котором подвижной и 
Наию-Ваыю сһготаовгарһу нсполвнжной фазами служат несмешивакуинеся друг с 


пругом жилкосги. причем исполвяжиая фаза нанссена 
на лвердый носитель или на стенкн колоики 


Прогивотачная жилкостная Жилкосгно-жидкостная хроматютрифия. основанная 

хроматография на распределеини венюсти между двумя движущимися 

Сошмег-ситен пні сһготаоегарВу относительно друг другу несмеииваюшимися жидкос- 
ТИМИ. 


Иримечание; разновидностью противоточной хрома- 
гографии является пенизя хромитография, в которой 

и противоположных направлениях перемешаются рас- 
твор поверхностню-активного вешсства в иена, образу- 
смая им и нотоком газа 


Мицеллярная хроматография Жилкостная хроматография, в которой в качестве нол- 

МісеПаг сћгота!іоргарђу ввжной фазы служит раствор поверхвосгно-активного 
нещества с коннентрицией выше критической концен- 
трацин мийеллообразования 


Сверхкритическая флюилнзая Хромагографяческий метод, в котором подвижной 
хроматография фазой является вещество. паходящесся в сверхкрити- 
Зорегсписа! Пий! сбгопигореарНу ческом (или субкритическом) состоянии (флюил) 
Полифазная хроматография Хроматографический местом. в котором в качестве 
Ројурћахе сбгопеморгарВу подвижной и/пян неполвижной фазы используются 


гетерогениые системы. 
Примечание: разновидностями полифазной хромато- 
графин являются полифазпая жилкостная хромато- 
графия. в которой в качестве подвижной фазы служит 
эмульсня пли суспеизия. и полифазвая газоная хро- 
митография. в которой и качестве иснолвижной фазы 
иснользустся суспензия 
е 67У _ По способу перемещения сорбага 
‚ Вытсснительная хроматография Хроматографический метод. в котором смесь вошес1® 
Бызасстеги спғопкморгарћу периодически вволнися в поток подвижной фазы и 
вытесняется затем из колонки с помомью вешества 
{вытеснителя). лесорбирующего все слабее удерживае- 
мыс комнонснты емсси, причем в игоге смесь разделя- 
егся на примыкающие друғ к другу зоны ицливилуаль- 
ных компонентов. выходяших в норялке увеличения 
нх сорбируемости 


Фронтальная хроматография Хроматографическнй метол, в котором смссь вешеств 

Грома! спгогтаоргарћу непрерывно вводится с подвижной фазой и разлеля- 
ется в колонке из иримыкающис друг к аругу зоны с 
послеловательно увсличиваюшнмся чнсаом компонси- 
тов, выходяших в порядке увеличения их сорбирус- 


мостн 

Элюентная (элютивная, проявительния) Хроматографический метол, в котором смесь вешести 

хроматография исрнолически вволнтся в погок подвижной фазы и 

Евиюп сһготаѓоргарВу разделястся в колопке на зоны компонентов, выхоая- 
ших отлельно друг от друга в порядке увеличеиня их 
сорбирусмости 

Изократическая хромагография Элкентная хроматография. при которой сосгав пол- 

іѕосгайе спготаговгарћу вижной фазы сохраняезся постоянным на прогяжении 
всего пропссса разлслспия компонентов 

Гралиентная хроматография Элюенгная хроматография. нри которой состав 

Сгадіепі сготаговгарНу смешанной полвижной фазы в процессе раздслсния 


компонентоп нзменякл по заланным параметрам 


Хромагография с программированисм тем- 
пературы 

Ргонгатите-стрегайис сћгота(оргарћу 
Хроматография с программированием дав- 
лення 

Ргоргаттеа-ргеѕѕиге сһотаторгарћу 
Хроматография с программированием рас- 
хола подвижной фазы 

Ргаргаттеа-Пом сһгогпаіоргарћу 


Хромалистилляция 
Снгота Ч поп 
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Элюсніная хроматография. при которой температуру 
колонки в пронессе разделения компонентов изменя- 
юл но заланным параметрам 


Элюеигная хроматография. ири которой давление 
подвижной фазы в происссе разделения компонентов 
измсияют но заданным иарамстрам 


Элюсигиая хроматография. при которой расхол под- 
вижной физы в пронессе разлеления компонентов 
изменяют ио заланным нарамстрам 


Хроматографический метоя. в котором смесь паров 
нситеетв персмешается с потоком газа-иоситеяя вдоль 
колоики в условиях отрицательного продольного гра- 
диента температуры. причем п итоге смесь разделяется 
на примыкающие друг к другу зоны индивидуальных 
компонентов. выходящих в порядке повьнисиия их 
температуры кипения 


По конфигурации разделяющей системы 


Планарная хроматография 
Ралаг сһгога(овгарћу 


Тоикоснойная хроматография 
Тип зуег сһготасоргарһу 


Бумажная хроматография 
Рарег спготаоргарћу 
Колоиочнзя хроматография 
Соммтл сћгота(оргарһу 


Циркуляционная хроматография 
Сігсишпол сһгота(овгарһу 


Многоколопочная хромагографин 
Мисоіипнь сћсотаѓовгарһу 


Мультихром:тография 
Миосрғотиоргарћу 


Многомерная хроматография 
Мипатепѕяопаі спготаговгарћу 


Перколяниоиная (перфузионная} 
хроматография 
Регсоаноп (рейизюп) снготатозгарВу 


Способ хроматографии. в котором процессы разде- 
ления смеси вешеств осушествляются в плоском слое 


сорбента 

Способ хроматографии. в котором ироцессы раздс- 
ления смеси вешеств осуществляются в тонких слоях 
сорбента (изиссенного на инертную твердую подлож- 
ку) или в пленках пористого полимерного материала 


Планариая хроматография. в которой в качестве сор- 
бента используют сиециальную бумагу 

Способ хроматографии. в котором процессы разделе- 
ния смеси вешеств осушествляются я колонке 
Примсчание: мнкроколоночная хроматография — 
жндкостная хроматография, в которой используются 
колонки с внутренним диаметром менее 2 мм. Капил- 
лярная хроматография — колоночная хроматография. 
в которой используются канилляры с виутреииим 
диаметром и менее 00.5 мм для жидкостной хроматог- 


‚ рафии н мсиес 1 мм для газовой хроматографии 


Способ хроматографии, при котором разделяемая 
смесь вешести циркулирует с погоком подвижной 
фазы через ойну н ту жс хроматографическую колонку 
иди систему кояонок 

Способ хроматографии. прн котором разделяемая смесь 
вешеста пропускастся через лвс (или болес) послсдо- 
вазельно (или параллельно) сосдинениые колонки с 


· исполвижными фазами разяичной химической ириролы 


Исодиократио повторяемая хроматография в системе 
из двух колонок с неподвижными фазами одинаковой 
или различной химической природы. при которой 
селективность системы варьируют путем изменения по 
залапным параметрам физических условий разделения 
(давление подвижной фазы. темиература) в опной пли 
лвух колопках 


Сиособ хроматюграфии. при котором смесь вешеств 
разлелястся вначале в олинх успониях. а затем отде- 
льные фракции элюата подвергаются дальнейшему 
разаслению в других условиях или в иных хроматогри- 
фических системах 


Хроматография. при которой поток подвижной фазы 
осушестввястся через поры твердого сорбента. а нс 
между частинами сорбсиг 
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Нормально-фазовая хроматография 
Могта!і-рраѕе спгопаторгарву 


Обрашенио-фазовая хроматография 


Ксусгхса-рћаѕс сһгољтморгарћу 


Продолжение тайл. 6-11 


По огносигельной полярности полвнжной н ненолвижной фаз 


Жидкостнах хроматография. при которой исполниж- 
ная фаза болес полярна. чем появижная 
Жилкостизя хроматография. при которой испояниж- 
ная фаза мсисс полярна, чем полиижная 


Но механизму разлеления венества 


Адсорбциониая хроматография 
ЛФогрпоп сһготашоьгарру 


Расиределительная хроматография 
Рапіпоп сћготаюягарһу 


Эксклюзнопная (ситовая) 
хроматография 
мие-схешяюп саготшоргарһу 


Аффиниая (бпоспепифнческая) 
хромагография 
АйЙтиу (Бозресйе} сһғогтахоргарћу 


Лиганаообмениая хроматография 
Цениа ехсйлизе спгопъморгарћу 


Ионообмсинная хроматография 
Іоп-ехсһапре сНгопеноагарВу 


Иопная хроматография 
Гоп сһготаюргарћу 


Ион-парная хроматография 
Іоп-рат сһготаюргарћу 


Гилродинамическая хроматография 
Нудтодталие сзотаоргарћу 


Хроматография. я которой неподнижной фазой служит 
тверлый алеорбент и разделение смеси пропехолит в 
результате различия в коистаитах алсорбции всщестя 
Хроматография. и которой неполвижной фазой служит 
жилки или твердый сорбент и разлеление смеси ве- 
шеста происходит в результате различия в копсгаитах 
распределения нешеств межлу подвижной и неподвиж- 


‚ ной фазой 


Жилкостиая хромагография, в которой неподвижной 
фазой служит пористое течо или тель и разделение 
смеси всществ происходит в результате различия в 
размерах молекул веществ и/или их форме и способ- 
ности проникать в поры исподвижной фазы 
Примсчанис: метод. в котором псиоявижной фазой 
служит гель. называется гельироникающей хромазог- 


‚ рафией 


Жилкосгиая хромагография. в которой разделение 
смеси биологически активных веществ происходит за 
счет различия в их биоспенифическом взаимолействии 
с комплементарными сорбциоиными центрами непол- 
инжной фазы | Ў а КУ 


Хроматография, в которой неподвижизя п/или под- 
вижная фазы солержат комилексообразуклинй пон 
металла и разяслевие смеси вещести происхолит за 
счет различия в константах образования комилексл и/ 
или коэуфиниеплах пасирелеления комплексов между 
полвижиой и нсиодвижной фазой 

Жилкостная хромагография, в которой неподвижной 
фазой служит катионит или апионит и разлеление 
смеси ионизиповапиых венюсгв происхолит в резуль- 
тате различая в их коистаитах ионного обмсиа 


Иопообмеиная хроматография, в которой на первой 
сталии ироводят разделение смеси компонентов в 
разбавляеином растворе кислоты (основания). а затем 
улаляют изӧыток кислоты (оспования) н элюатс с 
целью повышения чувствизельности определения 
разлелениых ионов коидуктометрическим детекто- 


| ром 


Жилкостная хроматография. в которой подвижная 
фаза содержит сорбирусмос попогсиное вешсство 
(ион-парпый резееит) и разделение смеси вешеств 
проискояит за счет различия в способности вешеств 

к образовапню ионных нар и/нли коэжффиниентах 
распрелеления ионных пар между подвижной и иепол- 
вижной фазой. 


Жилкостная хроматография, в которой роль пепол- 
ввжной ‹разы играют стенки колопки (канала) и разде- 
лспис смеси макромолекул или частни происходит 
вслелствие различния скоростей протекания подвижной 
фазы влоль осн канада и у его сгенок. а также за счет 
распределения разясляемых частип по сечению канала 
в соотвегствии с вх размерами 


Фракипонироваиие 
п понерсчиом поле сил 
Вею-Пом Паспойаиол 


Гилрофобиая хроматография 
Пудгорћоріс-пнегасобоп сіноптасовгарћу 


Гихрофильная хроматография 
Нуагорһћііс-пмсгасноп сһгапоргарћу 


Эпатиоселсктивпая (хиралытая) 
хромагография 
Елатіоѕсіесііме (сга сћготаїоргарВу 


Кригическая хроматография (хроматогра- 
фия п кригичсских условиях) 
Стијсаї сһгатмахюргарћу 


Аналитическая хроматография 
АпаіусаЕ спгогпасоргарћу 


Пренаратирная хроматография 
Ргерагацуе сћготаіюргарћу 


Обрацепиля газовая хроматография 
Іпусгхсд рах спготаоргарһу 
Обрашениая ситовая хроматография 
Гпуегхса эще ехеіиѕіоп срготаоргарћу 
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Жидкостная хроматография. в которой роль ненод- 
вижной фазы играют стенки колонки и разлеасние 
смеси макромолекул или часзиц происходит веледе- 
твис различия скоростей нротскалия полвижной 
фазы плоль оси капала и у его стенок, а также за счет 
распределения разлеляемых частни по сечению канала 
в соотвстетвин с их размерами и поведенисм в прило- 
жсином в поперечном нанравлении поле (травитаци- 
оином, магнитном и лр.) 


Жилкостиая хроматография на иеполярных сорбеитах. 
в которой в качестве подвижной фазы используются 
волные илин волно-оргапическис буферные растворы 
и разлеление смеси вешеств происхолит в результа- 

те различия в их взаимолействии с гидрофобными 
груннами сорбента в условиях убывающего градиента 
солей в элюсите 


Жилкоствая хромагография на полярных сорбен гах. 

в когорой в качестие полвижной фазы используются 
воно-органические растворы и разделение смеси про- 
нсходит в результате различия в их взаимодействии с 
полярными группами сорбента в условиях убывающего 
тралиесита органического молнфиқатора в элюение 


Хромагорафия, в которой разделение энантиомсров 
происхолит за счет энантиосеяективности их пзаимо- 
действия с хиральными компонентами (хиральвыми 
селекторами) нснодвижной и/или подвижной фазы 


Жилкостиая хроматография олигомеров или гюлиме- 
ров в таких условиях (состав смешанного элюснта. 
температурз, прирола и пористая структура сорбента). 
когла алсорбииониые взаимолействия с сорбенюм 
комисисированы эксклюзионными эффектами. так что 
удерживание макромолекул опрелеляегся не их раз- 
мером. а наличием специфических (кониевых} функ- 
инональпых групп или топологией молекулы (пиклы, 
разветвления 


По цели 


Хроматография. используемая для качественного 
анализа смеси и/или количественного определения 
отаюльных компопеитой смеси 


Хроматография, используемая лля выделения чистых 


компонентов или фракций из смеси 


Газовая хроматография. используемая для исслсдова- 
ния структуры н свойств нспоявижной фазы 


Эксклюзионная хроматография. исиользуемая для 
исслелования пористой структуры сорбента 


По химическому превращению сорбата 


Реакциопная хроматография 
Всасихе сСһготаоргарһу 


Пиролитическая хроматография 
Рігоіѕуѕ-даѕ сһготаіоргарћу 


Осалочизя хроматография 
Ртесірнапоп сћготаіоргарћу 


Хроматографический метол, при котором разлеляс- 
мые сослинения поднергаются в хроматографической 
системе химическим пренраисниям. включая перевол 
в произволвые ло пли после хроматографичсской 
Колонки 


Реакционная тазовая хроматография. при которой 
исследуемый образец подвергается пиролизу перед 
хромагографической колонкой 

Реакнионная планарная хромагография, при которой 
разаеляемые соелинения образуюг с компонентами 
элюснта труднорастворимые осадки. располагаюнщис- 
ся на поверхвости сорбента в порядке увеличения их 
пронзвелений растворимости 
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По способу летектирования 


Радиохроматография Хроматографический метол, сочетающий разаеление 

Кадіо сбготаювгарпу комноиентов смеси с дегсктированием вешсств по их 
ралиоактивиости 

Хромато-масс-сцектрометрия Хроматографичсский метод, сочетающий разделение 

СпготаюзгарВу-таз$ зреспгопету компонситов смеси с масс-сиектрометрическим летек- 
гироваписм разнелсиных вешеств 

Хроматография с ненрямым Хроюмазографический метод с использованием элюен- 

цетекгированием та. дающего постоянный отклик детектора. который 

Сһгоптморгарћу мһіћ пансее дссспоп ослабеваст при прохождении через детсктор разислен- 


ных вешесгв, не дакяних такого отклика 


Классификания электпомиграционных методов разделения привсдсна в главе 6.3.5. гле об- 
сужлаются эти методы и их применение в ХТА. 

Все приведенные методы в той или иной стспени используются пля исследования юксикаи- 
тов различного происхождения. биологических объектов и объектов окружающей среды. 

Для удобства изложения далее будуг даны краткие коммеитарин о сути искоторых мето- 
дов. 

Адсорбционная хроматография. Первооткрывателем ланного направяения, как и хроматог- 
рафии в ислом, считают М.С. Цвета. который впервыс осуществил разделение хлорофилла 
на компоненты с использованием колоиочной хромагографии. В этом виде хроматографии 
стационарная фаза представляет собой твердое тсло. па которое адсорбируются компоненты 
пробы, а подвижиая фаза может быть жидкостью. как в жидкостио-адсорбиионной (жилкос- 
гно-тверлофазпой) хроматографии, или газом, как в газоадсорбииопиой (газотвердофазной) 
хроматографии. Компоиситы в этом виде хроматографии расиределяются между фазами за 
счет комбинации процессов сорбции и десорбции. а разделение веществ осуществляется за 
счет выборочной (селективной) адсорбции вешеств на неподвижной фазе. Такая селективная 
алсорбиия обусловлена сродством того или иного соецинения к тверлому адсорбенту, а оно, в 
свою очередь, определяется взаимолействисм молекул адсорбата и адсорбента. Поэтому часто 
хроматографию такого типа используют при анализе соединений. свойства которых опрелеля- 
ется числом и типом ноляриых груни. 

Классическими примерами яппяются колонпочная хроматография, при которой твердая ста- 
пиопарная фаза помешается в трубчатую колоику. а полвижная фаза проходит через нес нол 
действием силы тяжести или давления. и тонкослойная хроматография, при которой адсорбент 
наносится на плоскую инертную подложку. На рис. 6-28 привелена схема, разъясияющая не- 
которые положения и понятия алсорбционной хроматографии. 

По свойствам сорбситов адсорбциоиную хромагографию можно дополнительно разделить 
следующие вилы. 

• Хроматография на полярном сорбенте. папример силикагсле (5Ю.) или окиси алюминия 
{АБО,) с неполярным элюентом. например гексаном или гсптаном с добавлением 1—2% 
спирта. В этих условиях хорошо разделяются неполярпыс сосдииения, такис. как насыщен- 
ные и ароматичсскис углеводороды. Примсиясмый элюент лолжен быть обезвожси, чтобы 
вода не закрывала активные центры сорбента, особенно силикагеля. Указанный метод раз- 


Адсорбтив (Элюент} 


Адсорбция Абсорбция 
® а «прилипание» «растворение» 
| 
осе 


Рис. 6-28. Некоторые понятия алсорбинонной хроматографии. 
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деления называется нормалыю-фазовым. Хроматография па нормалыю-фазовым сорбентах 
характеризуется тверлой поверхностью адсорбента. покрытой молекулами растворителя, до- 
вольпо слабо взаимодействуюшими с сорбентом. Алсорбция исследуемых веществ требуст 
десорбции части молекул растворителя. чтобы проба могла достичь поверхности сорбента. 
Гаким образом. пронесс адсорбции носит конкурентный характер. 

• Хроматография на неполярном сорбенте с использованием полярных элюентов. таких как 
спирты. ацетонитрил. ацетон. Этот метод называется обрашенно-фазовой хроматографиси. 
Обычно в этом мстоле участвует в качестве неподвижной фазы силикагель. поверхность 
которого модифицирована различными способами. в частности путем прививки на сго по- 
верхность углеводородных сосдинений с длиной углеволородной испи. гле С=2, &. 16 и 1%. 
На таком неполярном сорбеите хорошо разделяются полярные вещества: спирты, витами- 
пы. наркотики, антидепрессанты и др. В настоящее время основная масса разделений (ло 
80%) в жидкостной хроматографии проводится с использованием этого мегода. Привиная 
на поверхность сорбента - №Н,. -СМ, -С,И, группы. можно изменить селективность разле- 
лспия по сравнению с силикагслем С-18 и тем самым улучшить разлодсние опрелслясмых 
сосдинспий. В табл. 6-12. приведены обращенные фазы на основе силикагсля, использус- 
мыс лля пих обозначения. структура заместителей и области примсиения. 


Таблица 6-12. Свойства. обозначения и области применения обращенно-фазоных сорбенгов на основе 
силикагеля 


Фаза нее К Назначение 
обозначение | 
С-18 -СН, (СН) „СИ, Универсальная фаза высокой емкости 
КР- 15 СН» Разлеление тидрофильных вешеств мето- 
Окталецил дом нон-парной хроматография 
005 
Сн, 
| С-8 -СН,-(СИ)-СН, Универсальная фаза со срелисй смкостью 
51— К КР-8 -С, Разделение липофилыних вешеств 
еы Октия 
а С-4 -СН,-‹СН,),-СН, | Разисление белков и псптилов 
КР-4 
Бута 
Фенил -С,Н, Фаза со срелисй емкостью 
Этил нитрил ( -СН-СИ-СН,-СМ | Фаза с низкой емкостью 
СМ 


В Российской Федерации некоторыми фирмами выпускаются носители с силикагелем. мо- 
зифицироваиным С-16. С-2, питро и другими заместителями. 

Распределительная хроматография. Первая работа по данному направлению была опублико- 
вана в 1941 г. А. Мартином (А. Май) и Р. Снажем (К. Ѕупре), которые впоследствии получили 
за цикл работ по тсории хроматографии (тсория теоретичсских тарелок), жилкость-жидкостной 
распрелелительной и бумажной хроматографии Нобелевскую премию по химии. Этот вид хро- 
магопрафии отличается от рассмотренного выше тем. что стапионарной фазой в нем является 
жидкость. наиесенная на тверлую поверхность. В то же время мобильной фазой может быть 
газ. как. например. в газожилкостной хроматографии, или жидкость, как. например. в жилкос- 
тно-жилкостиой хроматографии. Бумажная хроматография представляет собой разновидность 
распрелелителыюй хроматографии. в которой в качестве стационарной фазы участвует вола. 
адесорбированиая поверхностью бумаги. 

Механизм распрелеления используется в капиллярной газовой хроматографии. где различ- 
ные по свойствам жидкости нанессиы на внутреннюю поверхность ллипных каниллярных тру- 
бок. Такой подход позволяст решать широкий круг аналитических задач. 

Нонообменная хроматография была разработана при выполнснии Манхсттенского проекта 
создания атомной бомбы в США (1943—1947 гг.) как способ обогашения урана. Иопообмсиная 
хромагография получила признание после работ Спеддиига и Томпкинса, опубликованных в 
1949—1950 гг., но широкое распространсиие метода стало возможно только в начале 80-х годов 
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прошлого века. когда были разработаны снецизль- 
ные сорбенты. отличавшиеся повышенной стойкос- 
тью и воспроизволимыми характеристиками. 

Метод заключается в использовании пошкооб- 
мепных смол. представляющих собой полимер. по- 
верхность которого обработана специальным обра- 
зом лля получения опрелеленного числа химически 
связанных с пей полярных функциональных групи, 
таких как карбоксильтые или чствертичные аммо- 
нисвые. Механизм разлеления вешеств основываст- 
ся на различной скорости установления равновесия 
между понами. находящимися в появижной фазе. и 
ионами на поверхности неподвижной фазы. Взаи- 
молействие межлу ионами и сорбентом происходит 
за счет формирования эясктростатических связей 
(рис. 6-29). 

Мобильная фаза в этом виде хроматографии — 
несгла жилкость. Метод наиболее подходит для ис- 
следования неорганических ионов и небольших но- 
пев ее природы. нальные Груниы. ковалентно связанные с 

Гельпроникающая хроматография хотя и была из-  члетиисй понообменника: систлыс кружки — 
вестна с ссрелины 20-х годов ХХ века, но в прак- свободно перемешающиеся проивоположино 
тику анализа она была введена в 1959 г. работами заряженные противоионы. элсктростатичес- 
Пората и Флодина. В данном случае стационарная қи связанные с частицей смолы, способные 
фаза представлена полимером. солержащим поры обмениваться с лругими ионами. 
соизмеримого с апализирусмыми молекулами лиа- 
метра. Разлелепие происходит за счет способиости 
или неспособности вешсства проникать в глубь сорбента. При этом лля нешеств, фактичес- 
кис размеры молекулы которых превышают лиамегр пор сорбента. удерживания не проис- 
ходит и нещество остается в полвижной фазс. Данный метол наиболее полхолит лля разис- 
ления смесей. в которых присутствуют как высоко-. так и низкомолекулярные вешсества. 
Например. ло педавиего времени при исследовании на присутствие барбитуратов экстрактов 
из секпионного материала широко использовались сорбенты типа сефадекса. С лругой сторо- 
ны, такой полхол полезеи для очистки высокомолекулярных веществ от низкомолекулярных 
примесей. 

Аффинния хроматография — это спсциализировапный тии адсорбциоиной хромагографии, 
использусмой лля выделения и очистки биологически активных макромолекул. и низкомо- 
лекулярных веществ. Даннос направление зародилось в копцс 50-х — начале 60-х голов ХХ 
вска за рубежом и в нашей стране. Официально принято считать. что начало сму положили 
первые успспитые работы но выделению и очистке энзимов, опубликованныс Р. Сиаќгесаѕаѕ. 
М. М1еһск и С. Айбпѕеп в 1968 г. Вопросам получения повых сорбентов аффиинюго типа, их 
использования лля исслеловапия физиологически активных нацеств посвяшсна монография 
П.В. Кузнсиова (2002). Отличительной особенностью этого мстода является возможность за 
олин хроматографичсскии цикл выделить из сложной многокомнопентной матрицы иелевое 
нещество. такое. как. энзим, рецентор или аптигело. с коэффиииентом обогашения от 100 до 
10000 раз. При этом оно не потеряег свосй биологической активности. 

Высочайшая селективность аффииной хроматографии основывастся па биоспенифических 
взаимолейстниях лиганда, иммобилизованного на твердом носителе. и исслелуемого вешества. 
чаще всего белковой природы. 

Биоспепифическис лигацлы. химически спязаниыс с носителем, помешаются в иссяс- 
луемый образец. На практике обычио используется колоночный вариант этого метола. Ве- 
шество, комилемснтарнос используемому лиганду, взаимодействует с ним с образованием 
комплекса. Далес сорбеит отмывается от пепужных примесей. После этого целевое вешест- 
во смывается с сорбента, а сорбент послс регенерации готов для повторного использования 
(рис. 6-30). 


Рис. 6-29. Часгииа понообмеиной смолы: 
Темные кружки — заряженные функипо- 
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Регенерация 


1 Элюирование 
2 © 


Рис. 6-30. Схема ирошессов. происхоляших ири 
иффинной хроматография. 


В зависимости ог способа употребления подвижной фазы хроматографические метолы под- 
разделяются на фронтальный, вытеснитсльпый и элюентный (см. табл. 6-11). 

Фронтальный метод. Полвижную фазу пропускают с постоянной скоростью через колон- 
ку. заполиеипую сорбеитом. В данном случае образеи рассматривается как подвижная фаза. 
Спустя некоторое время па выходе из колонки появляется первый компонент смеси А. об- 
лалзющий наименьшим сролством к использованному сорбенту. Так будет происхолить до 
тех пор, пока не исчерпается сорбнионная емкость колоики по отношению к компоненту В. 
С этого момента на выходе из колонки ужс будет смесь двух наименее удерживаемых ве- 
шеств. Этот пронесе булет прололжаться ло момента, когда компонентный состав смеси. по- 
заваемый на вхол колонки. не будет идентичен составу смеси. выходяшей из колонки. После 
этого процесс леления остановится. На рис. 6-31 ириведена схема провеления фронтального 
разлелення. 

В результате только олно вешество получается в чистом виле (компонент А). Это огранн- 
чивает использование такого полхода на практикс. Хотя он нпогда оказывается полезным при 
необхолимости разделения сложных смесей. особенно в тех случаях. когда другис методы ока- 
зались безрезультатными. 

Вытеснительный метод. Исслсдуемая смесь растворяется в небольшом количестве рас- 
творителя и паносится в ниле узкой зоны на колопку. Мобильная (фаза — растворитель, в 
который лобавлено сисциальнос вешество — вытсспитель или замсщающий агент. Это ве- 
шество подбирается таким образом. чтобы оно имело наибольшее сродство к использусмому 
сорбенту по отношению к веществам, входящим в состав разделяемой смеси. Замешающий 
агент. взаимодействуя со стационарной фазой, будет вытесиялть с сс поверхности всс аналиты 
в полвижную фазу. Постоянное присутствие в подвижной фазс модифицирующего вещест- 
ва приподит к аиялогичному эффекту рапсе рассмотренного метола — вещества. имеющие 
меныпсе сродство к сорбенту будут вымываться в первую очсрсдь, а самым последним поки- 
нет колонку замсшаюший агент. Схема пронесса вытеспительной хроматографии припедена 
на рис. 6-32. 

Вид заместительной хроматограммы. представленной на этом рисунке. апалогичси нолучае- 
мой хроматограмме при фронтальном анализе. Олнако сушественным отличнем хроматограмм 
является 10. что ниспадающие фронты хроматографических зон нсех веществ смеси в вытеспи- 
тельном методе имеют ограничения по объему подвижной фазы. 

Метод имест два основных преимущества: используя его можно по крайней мере час- 
тично вылслить каждый из компонентов смеси; в отличие от общепринятых и широко 
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Рис. 6.31. Схема провсления фроитально- 
го разаеления смеси веществ. Раствор. солср- 
жаший смесь из трех веществ А, Вис 
пропускается через хроматографическую колон- 
ку. Вешестно А адсорбирустся слабее остальных и 
оказывается первым элюпровашым из колонки 
веществом. За пим следует смесь веществ А и В 
и. наконец. смесь веществ А+В+С. Из днаграм- 
мы внлно. что концентрация вешеств в элюента 
постоянно увеличивается. 


Рис. 6-32. Схема вытесинтельного метода, ис- 
пользусмого лля определения числа. приролы и 
кониситрации компонентой смеси. Проба. солер- 
жашая вещества А, Ви С. помсщастся в начало 
алсорбииониой колонки. Хроматограмма ирояв- 
ляется при помощи возвижной фазы. в которую 
побавлен замсшакиций атент (0), который алсор- 
бируется колонкой горазло сильнее. чем вещества 
смеси. 


Рис. 6-33. Типпчный результат элюснтного анз- 
лиза смеси. солержашей вешсесгна А. В и С, на- 
несенные в начало алсоропионной колонки. че- 
рез которую пропускается чистый растворитель 
(5). Компоненты разделяются, доходя ло выхода 
из колонки. и могут быть собраны отлельно лруг 
ог лруга. 


Фронтальный анапиз 


Относительная концентрация 


Вытеснительный внализ 


Относительная концентрация 


Элюентный анапиз 


С 


Относительная концентрация 


Объём растворителя 


используемых подхолов. компоненты смсси в процессе разделения концентрируются. а не 


разбавляются. 


Элюентный метод выполнястся путем ввсления анализирусмой смеси по возможиости в 
наиболее компактном виле в начале колонки. После этого через колонку пропускается мо- 
бильная фаза. В результатс вещества. имеющие больший коэффициент распределсния. будут 
выводиться из колонки последними. Гипичная хроматограмма показана на рис. 6-33. 
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Преимуществом ланного подхола является то. что кажлый комноиеит исслелусмой смеси 
можсг быть вылелен из нее в огиоснтельно чистом виде в смеси с подвижной фазой. Этот 
метод используют лля количественного определения содержания компонентов в смеси. Если 
в течение проявления хроматограммы состав мобильной фазы остается неизменным, то такой 
метод называется азократическим. Отличительной особенностью этой молификации являются 
обычно длительное время элюирования алсорбированных компонентов и относительно плохое 
разделение компоиситов смеси. 

Другой молификанией элюентиого анализа, позволяющей преодолеть указанные выше не- 
тостатки. являстся градиентный анализ. В этом случас в качестве подвижной фазы используется 
смесь как минимум двух растворителей. один из которых облалает пониженным сродством к 
тверлой фазе. а другой — повышенным. Процесс хроматографирования начинается с асйствия 
мобильной фазы. содержашей практически только исрвый комноненг. Постепенно состав мо- 
онльной фазы изменяется в сторону увеличения содержания второго компонеита. В результате 
вешества. плохо удерживаемые в лапных условиях. первыми выходят из колоики. Алсорбиро- 
ванные колонкой вешеста. в обычиых условиях очень медленио или вообще неэлюируемые 
при использовании растворителя с низким срояством к используемому сорбеинту. булут вымы- 
ваться из колонки за счег увеличения его элюирующей способностн. 

Основные термины и опрелеления 

Эяюент (подвижная фаза) — растворитель или смесь растворителей. предназначенная для 
продвижения анализируемой смеси через хроматографическую колонку. 

Адсорбент (исподвижная фаза) — твердое всшество. способное улерживать растворенные 
вещества и используемое лля заполнсния хромаюграфичсских колонок. 

Нагрузка колонки — количество вешества в пробе. При введении в хроматограф большого 
объема пробы или кониентрированной пробы может возникнуть перегрузка колонки. которая 
выражается в уширении и искажении формы пика. На практике желательно работать при не- 
болыших пагрузках колонки. 

Элюат — раствор. выхолящий из хроматографической колонки. 

Ароматограмма — графический результат хромагографического процесса. Хроматограмма — 
кривая. описывающая зависимость концентрации анализируемых вешеств в элюате от време- 
ни. Хроматограммой (с точки зрения аппаралурного оформления} можно назвать зависимость 
отклика детектора хромагографа от времени при прохождении элюата через ячейку детектора. 
Хроматограмма состоит из ряпа пиков. каждый из которых при пожиом разделении соответс- 
твует одному компоненту анализирусмой пробы. Площадь пика при неболыной нагрузке ко- 
лонки прямо пропорциональна концентрации компонента в элюате. 

Хроматографический пик — кривая. которая описывает зависимость величины сигиала де- 
тектора ог концентрации пешества на выходе из колонки. При неполном разделении выход 
лвуҳ или более компонентов проявляется в виде одного перазрешенного пика. Идеальный пик 
прелставляет собой кривую гауссова распределения. На рис. 6-34 приведены хроматографичсс- 
кий пик и некоторые его характеристики. 

Время гдерживания вещества ({.) — время ирсбывапия адсорбата в хроматографической 
колонке. На практикс время удерживания определяют от момента ввода пробы вешества в 
хроматограф до момента регистрании максимальной амилитулы хроматографического пика 
алсорбата. Кажлос пешество при олних и тех же хроматографических условиях имеег опреде- 
ленное время удерживания. Это положение является основой идентификации компонентов 
разлеляемой смеси по времени удерживания при жестком соблюдении постояиства условий 
эксперимента: один и тот же состав элюента, расход элюента (объемная скорость подачи элю- 
ента). использование одной и той же колонки. минимальные колебания темисратуры окру- 
жаюшси среды. сразцимыс количества вещества в хпоматографическом нике анализируемой 
смеси и стандарта, 

Время удерживания несорбируемого вещества (1) — время прсбывания нссорбирусмого вс- 
шестна в хроматографе. Определение 1, является важной задачей. так как от точности оп- 
ределения 1, зависит точность определения величины Г„, которая в свою очерель является 
исходной для расчета ряда хроматографических характеристик. Величина 1, является характе- 
ристикой конкретной хромагографической системы при постоянном расходе элюента. Так как 
на практике не всегда удастся полобрать полиостью несорбируемый компопент, да и критерии 
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Рис. 6-34. Хроматографический пик и нскозорые сго характеристики 
ү — объем удерживания: а, — время улерживаиия; №— высота пика: М — ширина пика у основания; 
м — ширина пика на полувысоте; с — дисперсия ника. 


подбора такого компонента весьма расплывчаты, на практике используют время удерживания 
паимсисс сорбирусмого компопсита, которое также обозначается {, (рис. 6-35). 

Исправленное (приведенное) время удерживания (7 „) определяется как разность времени удер- 
живания вещества и времени удерживания несорбирусмого вещества (рис. 6-35). 

Обьем удерживания вещества (У) — объем элюсита. прошслший через колонку за время 
улерживания вешества. опредслястся как произведение времени улерживания на объемную 
скорость подачи элюента (рис. 6-35). 

Обьем удерживания несорбируемого вещества (У) — объем элюснта. вылекающий за время 
пребывания иесорбирусмого компопента в хроматографе. Мт включает свободиый объем ко- 
лопки. объем устройства ввола пробы и детектора. а также обьем коммупиканий межлу ними 
(рис. 6-35). 

Свободный объем колонки (У) — часть объема колонки. не занятая сорбентом. 

Исправлепный (приведенный) объем удерживания (\У`,) — определяется как разность объема 
улерживания вещества и объема удерживания несорбируемого вешества. Представляет собой 
объем элюеита. необходимый для лесорбции анализируемого вещества только с поверхности 
алсорбента (рис. 6-35). 

Коэффициент емкости (К) — отношение количества вешества в неподвижной фазе к коли- 
честву вешества в подвижной фазе. т.е. коэффиниснт емкости определяет степень распредслс- 
ния образна при перемешении его через колонку. 

Связь времени удерживания вещества. коэффиниента емкости (К”). длины колонки (1) и 
линейной скорости подвижной фазы (У) можно выразить зависимостью: 


Е 
и р+к) 


Отсюла иплио, что когда К” = 0. улерживаемый обьем равен мертвому объему (времени или 
объему несорбируемого всшества). т.е. вещество не удерживается в данных условиях. а если 
значение К“ близко к 100. то вешество нс выхолит из колонки. Для характеристики сорбенга — 
К — это коэффициент смкости, лля повеления характеристики вешсства — К’ — это коэффи- 
пиент улерживания. Значение К“ лля оптимального разделения вешеств находится в интервале 
от 1 ло 10. 
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Рис. 6-35. Параметры хроматограммы. 


Теория теоретических тарелок позволяет сравнивать эффективность различных хроматогра- 
фических систем с помошью удобного критерия. За разработку этой теории Мартин и Сидж в 
1952 г. были награждены Нобелевской премией в области химии. 

Согласно теории теоретических тарелок, разделигельная колонка состоит из пабора воображае- 
мых теоретических тарелок (ТТ). ТТ — условный участок хроматографической колонки. в прелелах 
которого устанавливается равновесие между вешеством. распрелеленном межлу подвижной и не- 
подвижной фазой. Схсматическос представление теоретической тарелки лано на рис. 6-36. 

При хроматографировании каждая тарелка отвечает олнократному распрелелению вещества 
между полвижной и неполвижной фазой на определенном участке колонки. Слеловательно. 
чем больше тсоретических тарелок в системе. тем лучше хроматографичсское разделенис. 

Число теоретических тарелок (№) вычисляется по формуле: 


М =16072- т 46 Э. 


где \!,. — Інирина пика на половине его высоты; №, — ширина пика на 0.607 его высоты. 
При делении длины колонки (1) на число теоретических тарелок получается другой важней- 
ший параметр — высота, эквивалентная теоретической тарелке (ВЭТГ): 
ВЭТТ = ИМ. 
Хроматографическая система тем эффективнес, чем болыпе М и чем меньше ВЭТТ, Эти 
параметры позволяют объективно сравнивать эффективиость хроматографического разделения 
в разных вилах хроматографии и на различных колонках, чго часто используется на практике. 


338 Глава 6 


Направление движения 
мобильной фазы 


Теоретическая талерка 
ее 


д" 


2 
Мобильная фаза 


Профиль концентрации 
вещества в мобильной фазе 


Профиль концентрации 


вещества в стационарной фазе Стационарная фаза 


Рис. 6-36. Схематическое представление теоретической тарелки. 


Иногда величину № представляют в количестве теоретических тарслок (ТТ) на | м длины ко- 
лопки. например капиллярной газохроматографической. 

Пример: число тсорегических тарелок для ректификапионных колони, используемых для 
перегонки жидкостей обычно составляет от нескольких единиц ло десятка ГТ. эффективность 
жидкостной хроматографии срелнего давления — 10—20 ТТ. набивной газохроматографичес- 
кой колонки — сотни ТТ, наиболее распространенных в настояисе время капиллярных коло- 
нок лая исследования наркотиков. лекарственных вешеств. пестипилов и их метаболитов — от 
3000 — 5000 до сотен тысяч ТТ. 

Селективность (о) — отношение времсии удерживания двух компоненгов смеси. характеризу- 
ст способиость хроматографической системы разделять эти два вешества н являстся мерой тер- 
молинамического различия в их распрелелении. Селективность связана с различиями во взаимо- 
действии этих компонентов с подвижной и иеполвижной фазами. Селективность опрелезяют из 
хроматограммы по отношению времени или объема улерживания двух компонситов. 

Разрешение пиков (К) определяется расстоянием между их максимумами, выраженным в 
сдииицах ширины их пиков, и рассчитывается по формуле: 


_ 2Мо-М.)_ _2-АМ, А, 


"Мү +\, 4с, +46, 4с 
Чем болыце разрешение, тем лучше раздслепие хроматографических полос. Более длинные 
колонки лают лучшее разлелсиие. Разрешение двух хроматографических пиков завнсит ог селек- 
тивности хроматографической системы. уперживания сорбатов и эффективности хроматографи- 
ческой колонки (М). Взаимосвязь межлу этими параметрами представляет слелуюшая формула: 


В м. 
4 а 1+ 


где © — селективность хроматографической системы: К’М— коэффициент смкости паиболсс 
удерживаемого вешества; М — число теоретических тарелок. 

Увеличение эфирективиюсти хроматографической системы за счет увеличения № на прак- 
тике означает замену имеющейся колонки более эффективной. При этом следует помнить. 
что разрешсиие пропорционально квадратному корню из эффективности. т.с. пля улучшения 
разделения в 2 раза требуется колонка. в 4 раза болес эффективная. чем ланная. Как правило. 
чем больше удерживание пары пиков (больше значение К пика, выходяшего последним). тем 
лучше разделение. В жилкостной хроматографии. например. практически увеличения удер- 
живания добиваются путем уменышения копиенграции полярной добавки или модификатора 
в элюенте. Два упомянутых выше способа являются скорее экстенсивиыми и способны лишь 
отчасти улучшить разрешение. На практике они могут примепяться. папример, при воспро- 
изведении и адаптации стаидартных методик на местах. Значительное увеличение разрешения 
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Рис. 6-37. Взанмосвязь офкрективисети и селективности. 


лоститастся на практике лишь путем изменения селективности. которого добиваются заменой 
псполвижиой фазы или изменением состава элюсити. 

Влияние эффективности и селективности па результаты хроматографического разделения 
прелстаплены па рис. 6-37. 

Из рисунка видно. что выбор условий провеления разделепия зависит от поставленной зада- 
чи, гак как достижение высокой эффективности и селективности. часто требующих серьезных 
материальных затрат. не всегла оправлано. Привелепный пример свидетельствует. что даже 
при низкой эффективности и селективности хроматографической системы возможно отделе- 
ние компонентов 1 и 2 смеси от компонента 3. 


6.3.2. Хроматография в тонком слое сорбента* 


Нег ничего опасной для новой вслины, как 
старое заблуждение. 
И. Гете 


Тоикослойная хроматография (ТСХ) являегся одним из осповных меголов определения ток- 
сикантов различных групп. Методическая и приборная база этого мстола позволяют автомати- 
зировать и станлартизовать условия проведения исследований лля получения воспроизволимых 
результатов. Использование рсактивор. селективных для определенных классов химических 
соединений. в первую очередь наркотических. психотропных и сильнодействующих вешеств, 
резко повышает надежность их идентификации. Хромитогрифические зоны исследуемых ве- 
шеств легко извлекаются с пластин. что позволяет дополнять уже имеющуюся информацию об 
этих всшествах результатами исследования другими методами. например спектральными. 

На практике получили широкое распространение инструментальные методы аиализа разде- 
ленных зон непосредственно на хроматографических пластинах. Получение спектров отраже- 
ния исследуемого токсиканта в видимой. УФ-. ИК-областях света нарялу с ланными повеления 
вещества в различных хроматографических системах в ряне случаев имест положительное су- 
лебно-химическое значение. Основы ТСХ и ее применсние для исслелований различных групп 
токсикантов обсуждены во многих монографиях и обзорах (см. рекомеплуемую литературу). 

В ХГА применяют ТСХ в лвух случаях: при проведении частных исслелований на конкрет- 
ное вешество. подтверждающих или отрицающих его присутствие в исследуемом образие, и 
при проведении скрининговых исследований образца неизвестной природы (см. гл. 5). Мето- 
лические подходы для ранения кажлой из этих проблем несколько отличаются лруг от друга. 

Методика проведения эксперимента. В ТСХ обычно используют закрепленные слои на ме- 
таллической. стеклянной или пластиковой подложке. Для закрепления слоя применяют гиис, 
крахмал или другие связующие компоненты, а в качестве адсорбентов — силикагели различно- 


* Псчатастся с исправясниями и изменсинями по Симанову Е А. и ар. «Наркотики: исследование придатков кожи», 
2002 1. (см. засктронное приложение). 
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го зернения. обработанные или не обработанные реактивами лля осуществления как прямого. 
так и обрашенно-фазового париантов хроматографии. а также целлюлозу. оксид алюминия. 
полиампды и некоторые другие материалы. Часто к адсорбентам лобавляют флюоресиситный 
инликатор. В кримнналистической практике обычно используют пластины размером 5х5, 10х10 
или 20х20 см. Хроматографировапие вешеств проводят в герметически закрытых камерах. При 
этом наиболее часто из всех возможных вариантов используется восхоляшее и горизонтальное 
элюирование хроматографической системы растворзпелсй. В ряде случаев хорошие результаты 
даст многомериая и круговая хроматография. 

Персл началом разделения пластину размечают соответствующим образом: отмечаюг линий 
старта и фронта растворителя. зоны хроматографирования исследуемых всшеств и станлар- 
тов-метчиков. Особо отмечают условия эксперимента и дату его проведения. а также другую 
цеобхолимую информацию. Все отметки на пластине пе должны парушать равномериость слоя 
алсорбента. 

Анализируемые растворы осторожно. чтобы не повредить поверхность слоя адсорбента. на- 
носят на пластину. используя мериые капилляры или микрошприцы. в несколько приемов, 
оорашая внимание на размеры получаемого пятна. Одновременно на пластинку наносят эта- 
лонные растворы исследуемых веществ или растворы метчиков в соответствии с утверждеины- 
ми методиками. 

Системы растворителей смешивают в требуемых соотношениях непосрелелвенно перел ис- 
пользованием при помощи интенсивного псремешивання. Иногла при смешивания раствори- 
телей возможно образоваиис мутного раствора. В чаких случаях полученную смесь заливают в 
хроматографическую камеру. стсики и дно которой проложепы фильтровальной бумагой. Если 
в конкретной методике нет спсииального разъясиения. то камеры герметически закрывают 
крышкой и оставляют на 0.5—1 ч для насыщения парами растворителя (установления равно- 
весия). Для кажлой новой пластины готовят новую пориию системы. Допускастся временное 
хранение готовой системы в посуде с притергой пробкой. 

Количество растворителя для эксперимента рассчитывают таким образом. чтобы при восхо- 
ляшем варианте проведения хроматографии уровень его соответствовал погружению пластины 
не более чем на 5 мм. Расход системы на стаиларгную камеру лля пластин размером 10х10 см 
е плоским дном составляст 4—4.2 мл. 

Хорошей практикой считается использование отдельной хроматографической камеры лля 
кажлой конкретной разлелительюй системы. При необходимости быстрой смены используе- 
мой системы растворителей камеру просушивают. промывают 10 мл этанола. сушат и затем 
промывают растворителем. использование которого иланирустся. 

После помещения пластинки в хроматографическую камеру растворитель лвижется по плас- 
тине под действием капиллярных сил, пока не лостигиет линии финиша, после чего пластинку 
вынимают и сушат. 

Качественный анализ методом ТСХ. Наиболее часто проявление хромагографичсских зон 
осуществлястся по свечению в УФ-свете или гашеиню флюорсспенции индикатора. лобавлен- 
ного к сорбенту. После просмотра пластинок в УФ-свете их обрабатывают рсактнвом или пос- 
ледовательно несколькими реактивами в соответствии с утвержденными методиками. Послс 
обработки реактивами отмечают положение и окраску хроматографических зон. 

Основной качественной характеристикой всшества в ТСХ является значение К, расчет ко- 
торого проводят по формуле: 


гас |. — длина пробега иснтра хроматографической зопы исслелусмого сослнисиня: |, — дли- 
на пробега фронта растворителя. 

Иногда данную величину представляют в процентах. лля этого получсиный результат умио- 
жаюг на 100. 

Для снижения влияния на получаемые результаты факторов, обусловленных условиями 
проведения исследовапия, часто используют относительную величину КК, (В5), которая ирсд- 
ставляет собой отношение значения В, исследуемого всщества к значению К, стандарта-мет- 
чика, специально подобраиного для этой цели и апализированного одповремеино с образиом. 
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В сушествуюших в пастояшее время системах лля илентификаиии различных классов вошестн 
метолом ТСХ, оспову которых составляют ланные о хроматографическом поведении большо- 
го количества (ло нескольких тысяч веществ) использустея пе одини апалитический обризен 
сравнения. а иссколько. обычно до 4. причем значения В, их равномерно расирелеляются по 
пластине. 

Величины К, и КК, лля конкретного вещества в коикретных условиях хроматографирования 
являются его физико-химическими константами. такими же как точки кипения или плавлс- 
пия. константа ионизации и цр. 

Заключение о присутствии или отсутствии исслелуемого вещества дается на основе значе- 
ний К. при сравиении характеристик поглощения или испускания УФ-света при различных 
длинах воли. а также при спависнии окрасок хроматографических зон исследуемого вошества 
и использованного аналитического образна сравнения после обработки их специфическим ре- 
активом. 

Фикторы. влиякицие на воспроизводимость К. На точность определения значения К, возлейс- 
твуют многие факторы. Воспроизволимость результатов исслелования методом ТСХ лостигает- 
ся при выполнении ряда условий. 

• Условия проведения эксперимента включают конструкцию использусмой хроматографичес- 
кой камеры; способ ес герметизации; условия пасышения камеры парами растворитсля. 
температуру и влажность окружающей срелы в момсиг ировеления исследований 1! т.д, 

• Свойства хроматографической системы включают тип и способ химической обработки ис- 
пользовапиого сорбсита; величипу сго зернения; толщину его слоя, а также тип подложки. 
на которую он нанесен; вил и количество внесенных в адеорбент вспомогалельных веществ 
таких, как связующие компоненты и флюоресцирующие вещества; метод активации сор- 
бега. папример выдерживание при повышенной температуре: способ обработки пластиики 
импрегиирующими буферами. шелочами или кислотами, а также веществами, молифиии- 
руюшими ее свойства. 

• Методические подходы к нанесению пробы и провелению хроматографирования прелусмат- 
ривают способ нанесения образна на пластинку и использовацное при этом устройство: раз- 
меры начальной зоны хроматографирования; полярность растворителя. применяемого для 
нанссения образпа и сто количество; продолжигельпость иселслования и величииу нробега 
растворитсля: его состав и чистоту. а также пругие параметры. 

Представление результатов исследований. В экспертпом заключении полученные рассмат- 
ривасмым методом результагы должны солержать полробное описание условий проведения 
эксперимента: хроматографические пластины (адсорбент. наличие или отсутствие индикатора 
в сго составе. использованиое связующее вещество. тии полложки для алсорбента, фирма-из- 
готовитель, специальная обработка пластин церел исследованием, нанример высушицапис при 
повышенной температуре или импрсгнироваиие шелочью или буфером). Во многих случаях 
фирмы-изготовилели шифруют искоторую информацию о свосй продукции под фирмсниыми 
названиями. например ЗНи! и Сорбфил или Сорбитои. В этом случас достаточно привести 
ланиос названис полностью. Далее илст описапие использованных систем растворителей с 
указанием их качественного и количественного состава. способа хроматографирования (верти- 
кальный — обычно опускается, горизонтальный, круговой пли многомерный), а также особых 
приемов. например проводилось ли хроматографироваине без пасышения камеры или при 
повышенной температуре. Схема обрабогки хроматографических пластин должна содержать 
описание использованных реактивов с их полным качественным и количественным составом, 
послеловательносги провеления этапов обрабогки. их иитснеивности и продолжительности. 
Особо отмечаются интенсивность и окраска хроматографических зоп исслелуемых вешсств 
после обработки каждым реактивом. а также величина их К; или КК, При провслении под- 
твержлаюших (частных) исследоваций на конкретное венество допускается указание иа то. что 
в данных коикретных условиях величина К, и окраска хроматографической зоны исследуемого 
всшества использовапными реактивами совпадают с величиной К, и окраской аналитического 
образна сравнения. В заключении также приволятся данные о пределе обиаружения метода. 

Метол ТСХ. позволяющий получать информанию о качествеином и полуколичественном 
содержании компонентов. присутствующих в исследуемых объектах, находит наибольшее при- 
менение ири провсдении экспертизы на содержание наркотических срелств. психотроиных 
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веществ и нестниидов. Следуст учитывать. что во многих случаях у операгианых и следствен- 
ных полразаслений возникает необходимость определения природы вешестви и отнесение сго 
к паркотическин ло возбужления уголовного дела. Поэтому применяемые методы должны в 
короткие сроки надежно идентифицировать прелставлениое на исследование вешестно и ква- 
лифицировать совершенное преступление. Олним из таких методов является ТСХ. Ниже при- 
велены способы исследования наркотиков (ем. гл. 7) методом ТСХ, которые рекоменлованы и 
угвержлены Постоянным комитетом по контролю иаркотикой (ИККН) России в качестве эк- 
сиеритых. При проведении такого рода исследовитий используется комплекс методов с целью 
получения достатопной информании об объекте исследования для обоснованного отиесения 
сто к наркотнкам. Метол ҮСХ н этом комплексе обычно имест отрицательное судебно-хими- 
ческое (криминалистическос) значение. г. е. при получении отрицательных результатов лаль- 
пейшие исследования лругими метолами ие проводятся, а в отношений исслелуемого образца 
делается заключение о том. что оп контролируемых веществ не содержит (см. гл. 3). В мсто- 
инках. утвержденных ПККН. ло пастояшего времени сушествуст именно такой полход. В пих 
ТСХ применяется в комилексе с метолом капельного химического анализа. ГЖХ и ВЭЖХ. 
Окопчательный вывод при этом делается на основе исследований образиа методами ИК-спек- 
трометрии или хромато-масс-спектромстрин (см. гл. 5 и залее гл. 6). При лаком подходе ис- 
пользуется ограниченное число (пе более 1—2) хроматотрафических систем растворителей и 
специфических проявляющих резктивон. Выбор указанных условий эксперимента обусловлен 
сиспифическими, присушими исключительно данному конкретному объскту исследования 
свойствами и признаками. например ирисутствием специфических примесей и сопутствующих 
компонентов. Вывод по исследусмому объекту дсластся на основании всего комплекса данных 
о пем. Недостатком такого подхала является большое разнообразие хроматографических сис- 
ем и проявляющих рсактивон, а также метолов их непосрелетвенного применения и исполь- 
зования (табл. 6-13). 


Таблица 6-13. Хроматографические системы для неследования искоторых ипркогических срелств и иси- 
хотронных вешсств ио утпоржленным ПККН наи пекоменлованиым Междунаролным комитетом но кон- 
тродю наркотиков (МККН) методикам 


мч 25 ГЕК: ан № 


= = „- =. Ф*-- . 
Коками Гексан-– Хлороформ  $ЗПИРОТ. 0.76 | УФ-свет 
— Трнотизамин 10.76 — димслрол | (А 254 нм) 
(14:9:4) Реаклив Коричнепое 
Метанол — 25% Ѕ110ЕОг 10271 Драгендорфа 
| Аммнак (100:1,5) | 0.71 — инмелроя |_ 
Буппевол- |Бензол—Этанол— ма ө) 10.68 | УФ-свет 
фин Трниэниламин | 2254 0.59 — тердин (А 254 им) 
(9:110) Сорбфил 0.75 Репктив Марки |Фиолетовое 


0.69 — герони 


9 


3-Мегил- |Гекоин — Толуол — |Сорбфил 0.00 — пис-изомер | УФ-снет | Сиетло-корич- 
фентанил Тризтиламин 0.53 — транс-изо- | (А 254 им) | исвое для обо» 
(15:10:2) 1 мер Реликтив гих изомеров 
0.47 — феитанил | Муны фентанила 
0.42 — лимедрол 
| | 0.40 — промедол 
Трамалоя | Бензол — Эвнол Сорбфил 10.74 УФ-свет 
—Триэтиламии | 0.74 — папаиерин 0. 254 им) 
09:11) Рспктип Маркин | Буро-зелсиый 
Метанол —25% Ам- ! Сарбфил 0.55 
| мизк (100:1.5) Ех — чебаии р 
|Фенникли- | Метанол —25% Ам- | Сорбфил 0.67 УФ-свет | 
| лини мнак (10-1) 0,67 — нацавсрии (2. 254 нм) 


| Этапол —25% Амми- 0.51 Реактин Копичиевое 


Сорёфил 
ак (10:1) 0.8! — папаверин | Драгенлорера 
| | | Рсактин Эрлиха 


 Краспос 
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Эфедрии.  Бенлоя-– Этанол Могск 60 0.69 — эфелрои (Раствор нин- Фиолстово-ко 
эфелрон Триогиламин (9:0) |Г254 эфедрии гилрниа в ричисвос: 
анетоне | фиошеговое 
Псилоци- | Бутаноя— Уксусная |Мегск 60 0.34 — иеснлопи-  УФ-саст Реактив Эрли- 
бин. кислота— Вода [254 бин (А 254 нм) ха: ПСИЛОНИН — 
юкилоцин | (20:10:10) 0.59 — икилонин _ Реактив от серо-фи- 
Метанол— 25% Ам- 0.05 — псилони-  Эрлиха вы 
миак (100:1.5) бин Реактив Марки, фиолетового: 
бза луиоите исилопин—го- 
== я лубое. 
Толуол — Этанол 0.07 — псилоци- Релклив Мар- 
Триэтиламин бин тра 
(9:11:00) 0.41 — исилоции иии ееро- 
голубой: 
псилоцибин- 


желто-зеленое 


В качсстве неподвижной фазы можно использовать пластины собственного изготовления 
с применением исмолифицированяого силикагеля КСК или готовые пластины разных про- 
изводителей. например Сорбфил. ЗШиЮ! или МегсК 60 Е254. Олиако в зависимости от типа 
использованной неполвижной фазы значения К. а также окраска некоторыми реактивами 
могут видоизменяться в определенных пределах. В связи с этим. как уже указывалось выше, 
при выполисиии экспергиых работ исобхолимо указывать вил использованных пластин. их 
произволителя, а также параметры удерживания и окраску станлартиых растворов исследуемых 
вешеств и вешеств сравнения. Окраску хроматографических зон после обработки различиыми 
реактивами см. в магериалах элсктроппоғо приложения. 

На рис. 6-38 прелставлена хроматограмма образиа героина. полученная в системе толуол— 
ацетон—этанол—коицентрированный аммиак (45:45:7:3) па пластине НРТЕС Мегск 60 [254 
после обработки рсактивом Драгсилорфа. 

В табл. 6-14—6-17 приведены значения В, в различных хроматографических системах для 
искоторых наркотических средств. 


Рис. 6-38. Хроматограмма смеси. солержашсей 
героин, после разлеления в системе толуол- 
ацетон—этанол—аммиак (45:45:7:3) и обработ- 
ки реактином Драгенлорфа. 

1 — морфин: 2 — носканин; 3 — папаверии; 
4 — кроин: 5 — хингамни: 6 — еероин: 7 — 
6-мопоацетилморфин. 
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Таблипа 6-14. Значения К, компонентов опия и апетилированното опия в различных хроматографических 
системах 


Вешество Бензол —этанол—триэғизамин (9:1:1) Хлороформ—гексан—трнотиламин 

т ИИ мы. теү Ча (9:1:1) | 

‚Уни! Мсгск 60 Сорӧфил | ЗНию і Мегск 60 Сорбфил | 

Сее Герреро прения. 
‚ Морфин 9,17 0.22 0.24 0.02 0.04 0.03 
| Колеин 0.34 0.46 0.46 0.16 0.21 Ю.Е? 
6- Моноавстилмор- 0.42 0.60 0.59 0.24 0.35 0.31 

| фин | ый 

| Дизистилморфин 0.58 0.71 0,72 0.43 0.56 0.44 
| Аңетилқодсин 0.64 0.72 0.74 0.52 0.64 0.53 
| `ТРебаин 0.67 0.72 0,75 0.61 0,71 0.60 
| Папаверин 9.70 0,77 0.81 0,65 0.76 0,64 
| Наркотин 0.76 (1.84 0.59 0.79 (), 5А 0,79 
| Дионин 0.40 0.50 0.30 0.18 00.24 0.18 
Ацетиллнонин 0.64 0.72 0.76 0.56 0.66 0.5 


Таблица 6-15. Значения К, амфегаминов в системе хлороформ—вистои--этанол—25% водный раствор 


Вешество значение змачение ад 
| МДА 0,44 1.76 0.66 | 73 Желтос 
МДМА 0.12 0.48 0.23 0.60 Фиолетово-коричисвос 
_ МДЕА 0.27 1.08 0.46 1.20 Сливастся с фоном 
ДОМ/ЅТР 0.30 1.20 0.46 1.21 Жемос 
ПМА 0.43 1.72 0,64 1.68 Желтое 
‚ АМА 0.38 1.52 0,54. 1.42 Желтое. 
ТМА 0.30 1,20) 0.43 1.13 Желтос 
ДОБ 0.34 1.36 0.41 1.08 Оранжевое 
ДОХ 0.44 1.76 0.60 1.58 Желое 
МБДБ 1.26 1.04 (1.41 1.08 Фиолетово-коричиевое 
БДБ 0.60 2,40 0.74 1.95 Желтое 
ДОЭТ 0.36 1.44 0.52 1.37 Желтый 
Мескалии 0.36 1.44 0.50 1,32 Фиолетовый 
Метамфетамии 0.25 1.00 0.38 1.00 Фиолстовый 


Примечание. Здесь и и табл. 6-16; см. гл. 7. таб. 7-3. 


Табанца 6-16. Зпачения К, амфетаминов в системе 1одуол—этанол —триэтиламии (9:1:1) и окрашивание 
рсактивом Марки 


Вешество Мегск 60 Е254 Окрашивание реактивом Марки 
зпаченис | зиачение | змачсние | значение 
В, Кал К 
МДА 0.31 0.86 0.46 1.00 Сине-зеленое —+ зелено-черное 
‚ МДМА 0.36. 1.00 0.46 1.00 Сние-зеленое > зелено-чернос_ 
МДЕА 0.56 1.56 0.64 1.40 Сине-зеленое э зелено-черное 
| ДОМ/5ТР 0.32 0.59 0.43 0.93 Желтое 
‚ ИМА 0.21 0.58 0.36 0.63 Сливзется с фоном 
ДМА 0,33 0.92 9.42 0.91 Желтое 


ТМА 0.19 0.53 0.30 0. 65 | _ Оранжевое 
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ЛОБ 0.30 0.83 0.40 0.37 Желтое-изумрулно-зеленое 
ДОХ 0.31 0.86 0.41 0.93 Желто-зеленое 

МБДБ 0,54 }.50 0.62 1.35 Сине-зсленае —+ зелено-чериое 
БДБ 0.48 1.30 0.59 1.28 Синс-зслсное > зелено-черное 
поэт 0.36 1.0 0.40 0.87 Желтое 

Мескалиин 0.10 0.28 0.12 0.26 Оранжевое 
Мстамфета- 9.36 1.00 0.46 1.00 Каричиспое 

мин 


Примечание. См. гл. 7, табл. 7-3. 


Таблица 6-17. Значения В, и окраска основных компонентов конопли на пластинках 
СИЛУФОЛ н окраиинапие рсактивом прочного снисто Б 


а р раан» 


_ Значение 1 Кв системах. 


а . 
Канвабинонлы Петро-  Гексан— Гексан — Гексаи— | Бензол— Окрашива- 
лейный | эфир мктон = диоксан тсксаи— 186 проч- 
эфир | (40) (2: (9: 1) анэтила- ным 
| эфир (4:1) мин сипим Б 
э: 224 | РВ: НЕТУ || Ри, 
Тетрагилроканна- 0.29 0.48 0.36 0.35 0.20 Красное 
Оинол = 
Каннабинол 0.25 0.43 (0.31 0.27 | 0.11 Фиолестовое 
Каннабилнол 0.33 0.54 0.29 0.31 | 0.24 Орапжевос 


Обрабатынать хроматографические пластины можно послодовательно несколькими из при- 
ведсиных реактивов (табл. 6-18). Например, при исследовании веществ основиоғо характері 
оложитсльные результаты даст следующая схема: |) реактив Драєсщорфи; 2) раствор перман- 
танага калия нолкисленпый; 3) реактив йонилатината. При исслсдовании опиатов по ланной 
схеме возможна донолнительная обработка пластин 1% раствором нитрата серебра. 

Ваиества нейтрального и кислого характера можио обнаружить по следующим схемам: 1) 
рсактив Ван-Урка; 2) раствор хлорила железа (1Ш) или 1) раствор нитрата ртути (1); 2) под- 
кисленный раствор пермаиганата калия или 1) рсактив фурфураля; 2) подкислениый раствор 
йолплагинала. 


Таблица 6-18. Состав рсактивой и окрашивание. получаемое с их помошью для визуализации хромео- 
графических зон 


Релклнв Методика приготовления Т Особенности Окрашивание | 
- - реактива ‚применения 

ЕР№ — рсактив | 250 мг хлорила железа (И?) Криспое нли коричнева- 
растворяют в 15 мл 60% раство- то-красиое окранитание 
ра хлорной кислоты, 25 мл 70% характерно для феноти- 
раствори азотной кислоты и ИЯ) ма изинов. Голубое — лия 
воды дибензазсиннов 

Раствор йода п | 5% раствор йода смешивают с Реаклив для обнаружения 

полиде 19% раствором йолила калия, алкалоилов 

килия водой и 2 н. раствором уксуеной 
кислоты | 

Раствор 5 мл коричиого альдетила раство- Темио-синсе окраши- 

коричного ряют в 100 мл смеси этанол-кон- вапие характерно для 

зльдегила пеитрированная соляная кислота инлольных Ирепаратон 
(95:5) 

Раствор 0.5 г нингилрина растворяют в После опрыскиква- Фиолетовос. розоное или 

нингидрина 10 мл концентрированной соля- ния пластины на- нурнурное окрашивание 
ной кислоты н 100 мл ацетона. гревают при 100 °С | характерно перанчиых 
Реактив готовя! непосредственно | в течение 5 мин аминов. желтое — пля 


перел обработкой пластин вгорзчных аминов 
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| Раст вор нитра- 
| та серсбра 


Раствор интри- 
| та ртуги (1) 


л2ас1вор 

| перманганата 
| калия 

| нодкисленный 


Расувор 
прочного 
снисго ББ или 
Б 


Раствор 
хлорнла 
| железа (ИН) 


Реактив Бима 


| Реактив 
| Ваи-Урка 


Реактив 
Драгенлорфа 


Реактии 
йолплатината 
нодкисленный 


Реактив 
Манлелина 


Гг интрага ссребра растворяют в 
100 мл волы. 
| Реактив гоговяг непосредственно 


| перел обработкой пластинок 


1 г нитрата ртути растворяют в 
100 мл кониентрированной азот- 
ной кислоты ___ 


1 гисрманғаната калия раство- 
ряют в 100 мл 0.25 М раствора 
серной кислоты 


5 мг прочного єннев ББ рас- 
творяют в насышенном растворе 
карбоната калия {40%). 

Реактив гоговяг непосрелетвенно 
‚перед обработкой пластин 

5 гхлорида железа {ИР растворя- 
ют в 100 мя воды 


Готовят 595 раствор тидроксида 
калия в абсолютном этаноле 


{г п-диметиламннобензальдегила 


растворяют в 90 мл этанола н 

10 мл копцентрированной соля- 
ной кислоты. Реактив готовится 
непосредственно перед обработ- 
кой иластин 

Раствор |. 

2 г висмута нитрата осповиого 
растворяют в 25 мл леляной ук- 
сусной кислоты и 100 мл волы 
Раствор 2. 

40 г йодила калия в 100 мл волы 
Реактив готовят путем смеши- 
вания растноров | и 2 (по 10 мл 
каждого) с 20 мл леляной ук- 
сусиой кислоты и 109 мл вочы. 
Реактип готовят 1 раз в 2 лия 


5 мл 3% раствора хлорида плали- 
ны (№) смешивают с раствором 
5 г калия йодида в 100 мл воды и 
добавляют 5 мл концентрирован- 
НОЙ соляной кислоты 


1.62 г ваналата аммония раство- 
рию в 12< мл коинентрирован- 
ной серной кислоты. охлаждают 
и ириливают раствор к 125 ыл 
лсяяной волы. Перех утогребяе- 
нием реактив разбавляют в 10 раз 
водой 


| 


ЕЕ 


После онрыски- 


После опрыски» 
нчиия иластіны 
нагревают при 
100 °С в течение 
5 мин 


Обработанную 


пластину нагрева- 


ют в гечепие 


5 мин при 105 С 


После опрыскн- 
вания пластины 
нагревают при 
100 °С в течение 
5 мии 


После опрыски- 
вания пластины 
нагревают при 
100 °С в течение 
5 мии. 

Желтый фон 


реактива удаляют 


опрыскивани- 
ем пласти» 10% 


раствором серной 
кислоты с носле- 
дующим иагрева- 


ннем 


После опрыски- 
вания пластины 
нағрснзют ири 
80 °С в гечение 
5 мин 


вания пластины 
нагревают ири 
НО “С в течение 
3 мин 


Продолжение таба. 6-18 


Используется в комплек- 
се с лругимн реактивами 
лля обнаружения восста- 
новитедей _ Е 


Белые пятиа на сером 
фоне характерны лля 


_барбитуратов 


Желго-коричисвые пяти“ 
на фнолеговом фоне 
характерны лля нснасы- 
тениных алициклических 


„Хглсводороцон 


Краснос, фиолсгово- 
красное окрашивание 
харакгерно для каннаби- 
ноидон 


Пурпурное окрашивание 
характерно для саелинс- 
пий, содержшимх фе- 
МОЛЕНМеЗГрАИЫ___ 
Снис-фиолстовое окра- 
шивание характерно для 
каннабилиола 


Желтое иди близкос к 
нему окрашивание ха- 
рактерно лчя сульфани- 
ламилов. розовое — для 
мпогнх других нешеслиа 


Желтое. оранжевое. крас- 
но-ораижевое. кириич- 
но-красиос. коричисво- 
оранжевое окрашивание 
характерно для соелине- 
ний. содержаших третич- 
ный азон 


Пуриурпос или с разяич- 
ными оттенками пурпур- 
нос окрашивание харак- 
терно для четиертичпых 
зминов. Ачкалонлы, 
иервичные и вторич- 
ные амины дают разную 


„окраску 


ПРО 0.25—2.5 мкг лля 
алкалоилов и фенолов 
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Окончание табл. 6-15 


Наносится капсль- 
по ПНЕ способом 
макания пластин в 
рсактив 


Смешивают 2 мл 36% раствора 
формальлсгила в КЮ мл концен- 
трировзиной серной кислоты. 

Реактив готовят непосредстисино 
иерел обработкой пластин 
Ег ссленовой кислогы растворя- 
ют в 100 мл копиентрировапиой 
серной кислоты 


Смешивают 2 мл реактива Дра- 
генлорфа. 0.1 г аскорбиновой 

кислоты. 0.1 г уксусной кислоты 
и & мл волы 


" Релкіив 
Марки 


Черное или пурпурно- 
черное окринивание 

может быть характерно 
для опнатов 


Реактив для обнаружения 
алкалоидов 


Реакгив 
Мекке 


Ролкгив 
Мупье 


Светло-оранжепос окра- 
шиванис характерно пля 
алкалондон и тротичных 
аминов. Окраниваются 

липилы. стероилы. имк- 
логексилимипы и другие 
вешества. ПрО 0.25—1.0 
мкг 


Реактий Смениивают 35% раствор фор- При лневиом спсте | Ипдольные соелинения. 
Прохазки мальдегыла с 25% раствором зоны окрашены Про 10 иг 

соляной кислоты ин этаполом в разные ивета. 

в соотношении 1:1:2. Рсактии В УФ-свете они 

готовят непосредсъвенио перед флюоресцируюг. 

обработкой иласгии Окраска усилива- 


стся носле обра- 
ботки парской 
водкой (смесь коп- 
нентрированных 
азотной и соляной 
кислот в соопю- 
шепи Ё:3). 


Рсактив лля обиаружсния 
алкалоидов 


Насышсиный раствор молиблата 
натрия мли калия в кониситриро- 
ванной серной кислоте. Реактив 
готовят непосредственно перед 
обработкой пластин 


Реактив | Раствор 1. Пластину обра- 
Фурфураля 2 мя фурфураля смешивают с батывают рас- 


98 мл ацегона. твором |, а затем 
Раствор 2. раствором 2 

4 мл кописитрированной сер- 

ной кислоты смешивают с 96 мл 

анстона 


Реактин 


Фрелс 


От нурпурного ло сине- 
черного окрашивания ха- 
раклерно длв некозорых 
вешеств исйтрального 
характера 


Реактив Е г п-лиметвламинобензальлегида Темио-сниее окрани- 
Эрлиха растворяюг в 10 мл мениюла и вание характерно ляя 
молифициро- 10 мл коицесигрированной орто- индолов, красиое — Для 
ваиный фосфорной кислогы (плотность фсиициклилина 

1.75 г/м}. 

Реактив готовят пспосредствсиио 

перед обработкой пластин 
Реактив про- 5 мг прочного черного К рас- Коричиевос окрашизанис 


па белом мли свстло-ко- 
ричневом фоне характер- 
по дяя амфегаминов и 

инлалкиламинов 


чного черного творяют в насьвисниом растворе 
` карбоната калия (40%). 
Реактив готовят непосредственно 


_ перед обработкой пластни 
Примечание: ПрО — прелел обнаружения метода, 


Исследование образцов «неизвестпого> происхождения. Экспертная практика последних лет 
показала. что правоохранитсльныс органы и обслуживающие их криминалистические подраз- 
леления все чаще сталкиваются в своей работе с новыми, ранее неизвестными лля инх объ- 
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сктами и вашествами. Нередки случаи. когла впослелетвии какие средства поналают в розряд 
контролируемых исихотроиных вешеств или наркотических срелетв. Например. вешества из 
групны амфетамина и его производных: МБДБ. БДБ. катинон. ДОС. №.\-димсгиламфеотамии 
и лр. (см. список сокрашений в гл. 7 табл. 7-3). 

Метод ТСХ. как и любой другой метод определения физико-химических констант. поз- 
воляег получать горазло больше информации об исслелуемом вешсстве при использовании 
другого пояхола, отличающегося от приведенного вышю. Суть такого полхола заключается в 
применении ограниченного количества станларгизированиых хроматографических систем и 
проявляющих реактивов. Хроматографические системы полбираются таким образом. чтобы 
получаемые с их помощью результаты были максималыю эффекгивны. воспроизволимы от 
оныта к опыгу и от лабораторин к лаборатории. Сушсствуст лостаточное количество хроматог- 
рафических систем для разделения наркотических и психотропных веществ как общего, так 
и часгного. групиового назначения. а также критерисв выбора наиболее оптимальных из них. 
Основными критериями выбора оптимальных условий являются следующие. 

Предел обнаружения метода. Хроматографические системы и проявляющие рсактивы долж- 
ны подбираться с учетом получения сравиимых результатов при использовании кажлой из 
выбранных систем. Поскольку чувствительность обнаружения веществ мстолом ТСХ зависит 
от приролы самих всшсств и применяемых реактивов. пределы обнаружения в кажлой из ис- 
пользуемых стандартных систем должны быть близки. 

Время проведения исследований. которое зависит в основном от конкретной вязкости системы 
растворителей. должно быть примерно одинаковым лля всех из них. 

Стандартизированные системы растворителей лолжны давать равномерное распределение 
значений В, исследуемых вешеств по хроматографической няастиис. 

Стандартизировапные системы должны иметь высокую воспроизводимость значений К. 
Обычно хроматографические системы подбираются таким образом. чтобы утроенная ошиб- 
ка измерения К, не превынгала 10%. У выбранных хроматографических систем лоэффици- 
ент корреляции должен быть минимальным. что обеспечииаст ббльшую ироизводительность 
работы. 

Кроме того. различными авторами прелложено несколько лругих снособов магсматической 
оисики хроматографической системы по указанным вышс параметрам. Наиболсс часто исноль- 
зуются дна следующих. 

Дискриминирующая сила (ОР) опрелелястся как вероятность того. что лва всшества. взятых 
случайным образом из общего числа анализируемых вешеств. могут быть отлелены друг ог 
друга в ланнюй коикретной системе ТСХ с учетом утроенной ошибки определения К, Расчег 
ОР производится по формуле: Р 


РР =1———— 
ММ -1), 

гдс М — количество пар веществ. которыс в ланной системе разделены быть нс могут с учетом 

утроенной ошибки определения №; № — общее количество исслелусмых всшеств в дапной 

системе. 

Нденткфикациопная сила (1?) предетавляст собой вероятность илентификании вешества 
но значениям К, для конкретной хроматографической снстсмы или комбинации систем. 
Она обратно пропорниональна срелнсй длине списка кандидатов на илентификацию в вы- 
бранных условиях (МІ). которая чем ближе к |, тем болыиесе число всшеств может раз- 
делить данная систсма. При МЕС. равной 1. каждое анализируемое всшество в рассматри- 
ваемых условиях провсления эксперимента облаласг уникальными. только ему присущими 
свойствами. 

Ниже привелсны некоторые наиболее распространенные хроматографическис системы для 
анализа наркотиков (табл. 6-19) и значения В, пскоторых наркотиков, их аналогов в этих сис- 
темах (табл. 6-20). 
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Таблица 6-19. Хроматографические системы. станлартные ониюки определения Кии вероятность разлеле- 
пия двух случайно выбранных веществ в пих (ОР) 


| РОННИ < 
жи фм 
аа А. м 1 
Е 28 Жане = _ 4% в 
| Метанол—аммиак (100:1,5} 7а РР = 7 . 
= т ОЕ ЧР к я нликагсль. обработан- р мрз 
о: Циклогексан— толуол-— лиэтиламин А 7 0.757 
м | (75:15:10) = о М раствором 
А ЕЕ Хлороформ— метапоа (9:1) 
4. 


Толуол—ацекир-этаиол—аммнак Силикагсль 

10854573) ее 

5 1 Мстапоя— вола —концентрированная | Силикагсль ВР-18 
' соляная кислога 50:50: 1 


Амитриитилии 

Амфетами н. - ааг ааа — 
Бензоваэкгонии 
Бупрснорфия 
Героини 
Диазепам 
Димедрол 
Кетамин _ 
Клофелин 
Колсин 
„Кокаин 


Мескалии 
Металон 
Метаквалон 
Метамфетамин 


Морфии 
"Налоксои 
Налорфин 
Никотип 
Нарпсепдоэфедрип 
„Носкапин 
Папаверин 
Песвдоэфедрин 
‚Фентанил 
Флуазсизы 
Эрготамин 63 
_Этниморфин Е 


Эфелрии _ 


р 5 
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Результаты расчета ОР для привеленных в табл. 6-20 значений К, показывают. что при Увс- 
личении числа используемых хроматографических систем этот коэфхрициент увеличивается. 
Например. для систем 1 и 3 он составляет 0.860: систем № Ти 2 — 0.917. систем № 1.2и3— 
0.967: а систем 1. 2. 3. 4 — 0.980. При использовании всех 5 систем только два вешества: колеин 
и этиаморфин — не могут быть отделены друг от друга на основании значений К, в пределах 
ошибки их измерения. В этом случае ОР составляст 0.997. Обработка пластин для хроматогра- 
фини нроявляюшими сеяективными реакгивами резко повышаст вероятность нлентификании 
вешестн. 

Наиболее эффективным считается комплексный подход. использующий несколько хрома- 
гографических тонкослойных. жидкостных и газовых сисгем. а также химические и сискт- 
ральные методы. В настоящее время описаны такие иленгяфиканионные системы. которые 
включают указанные параметры лля большого количества наркотиков. лекарств и прочих со- 
слинений, общее количество когорых может составлять от нескольких десятков до нескольких 
сотен наименований. В справочнике Е.А. Симонов и соавт. «Наркотические срелства и исихо- 
тропные вещества. контролируемые на территории Российской Федерации» (2003), приведены 
параметры удерживания болыного колнчества наркотических средств, психотропных и сильно- 
лействуюших веществ в 10 хроматографических системах (см. электронное приложение). 

Использование стандартизированных методов позволясг полбирать системы растворителей. 
пластины и проявляющие реагенты таким образом. чтобы анализировать различные сложные 
объекты, в том числе биологические. на присутствие большого количества — ло нескольких 
сотен — различных токсикантов и их метаболитов. К пастояшему времени известно несколько 
наборов реактивов и оборулования. позволяющих проволить работы такого рола. Наиболсе 
нироко используемые из них это наборы. выпускаемые фирмой Камаг (Германия). и система 
ТОКСИ-ЛАБ — фирмой Вариан (США). В первой системе применяется лва вида высокоэф- 
фективных пластин: с силикагелем и обрашенно-фазовым силикагелем с дальнейшим исполь- 
зованием специально сканера для получения спектральных характеристик отражения света 
от разделенных зон в видимой н УФ-областях света. Илеитификация вешеств в даниой системе 
осушествлястся на основании комньютерного понска полученных значений К.и максимумов 
отражения но базе данных. содержашей информацию о болес чем 600 веществах п их метабо- 
литах. Использование такой системы требует от персонала высокой квалификации, навыков 
работы в области ТСХ и спектроскопии. 

Система ТОКСИ-ЛАБ более проста в использованин, предоставляет аналитикам больше 
информации о присутствующих в биообъсктах вешествах. хорошо стандартизована. В состав 
комилекта входят сиениальные емкости для проведения экстракшин веществ основного или 
кислого и нейтрального характера, вспомогателыюс оборудование и реактивы, пластины для 
ТСХ, набор стандартов и база данных на 700 нешеств и их метаболитон (рис. 6-39). 

В системе ТОКСИ-ЛАБ вещества выделяют из мочи с применением спсниальных патен- 
тованных устройств дчя ЖЖЭ. экстракты нереносят на лиски из специального материала. 
которые помешают на хроматографические пластины из этого же материала. Туда же нерено- 
сят лиски с нанесенными на них станлартными образцами сравнения. Пластины хроматогра- 
фируют в одной полвижной системе и последовательно нодвергают слелующим опсрациям: 
обрабатывают парамі формальлегила от 5 ло 30 мин; затем — коннентрированной серной 
кислотой: промывают волой: просматривают в УФ-области света: обрабатывают реактивом 
Драгенлорфа. 

На рис. 6-30 представлены этапы проявления хроматографических зон веществ. вылелен- 
ных из мочи. солержащей амфетамин н кодеин. На пласгиие по 2 хроматографические зоны 
с краев плистины отведены для хроматографироваиня аналитических сгандарюв сравнения 
исследуемых вешеств. относительно которых проверяется работоспособность системы как в 
отношении качества проявляющих реагентов. так и в отношении разлеляюшсй способности 
хроматографической системы. В центре пластины располагается хроматографическая зона ис- 
следуемого экстракта. Иленткфикация веществ осушсствлястся на основе совпадсния значс- 
ний К.и окраски хроматографических зон стандартов и исслслусмых экстрактов. 

Систсма ТОКСИ-ЛАБ позволясг илентифяпироваль вещества не только кислого и ней- 
трального. но и оснонного характера. С ес помошью можно проволить опредсление (с приме- 
исннем гидролиза или без исго) опиатов. канпабиноидов. бензодиазспинов и др. 
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Рис. 6-40. Окрлиивание плас- 
тины ТОКСИ-ЛАБ в процессе 
обработки проявляюними релк- 
тивами (см. текст). Ах и Кх — 
хромаографические зоны выде- 
ленных их мочи амфетамииа и 
коденна соответственно. А (0 
п К (2) — хроматографические 
зоны аиелитических стандартов 
сравнения амфетамина и колси- 
па соответственио. 
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Денситометрическое определение наркотических средств и других токсикантов. Современное 
развитие хроматографической техники (см. далее гл. 6). привслшсе к появяению хромато-масе- 
спектрального оборудования. лнодных матриц и программируемых УФ-летскторов с изменяе- 
мой ллиной волны для ВЭЖХ, устройстн для сканнрования тонкослойных хроматографических 
иластин в видимой, УФ- и ИК-областях света. позволило облегчить. ускорить и значительно 
повысить палежность идентификации наркогических средств и исихотронных препаратон. На- 
личне такого широкого ассортимента оборудования дает возможность достаточно гибко полби- 
рать оптимальный варнант оснащения лабораторий в соответствин с конкретной потребностью 
в такого рола иссяслопаниях. Например. если нег возможности приобрести хромато-масс-спек- 
тральное оборулованис. можно успению использовать (в подавляющем болыннистве случаев) 
жилкостную хроматографию или аппаратурную ТСХ. Послелний вариант прелпочтитсльнюе. 
так как при равной эффективности и ниформагивности с ВЭЖХ аппаратурная ТСХ облаласт 
большей произволительностью. менынсй стоимостью оборудования н вспомогательных мате- 
рналов. что подтверждают приведенные ниже методики. 

Количествеплое определение осповных компонентов опия и героипа. Метод ТСХ лавно и ши- 
роко используется лля анализа опия. До сих пор этот метод применялся главным образом для 
иленгификации компонентов наркотика и в лучшем случас для полуколичествсииого опреде- 
ления. Дсиситомстрия в УФ-области света хроматографических зон. полученных на иластинах 
лля высокоэффективной ТСХ, а также искоторыс мстодическис полхолы к нанесению пробы 
позволяют зиачителыю снизить ошибку мстода. После соответствующей пробоноготовки об- 
разца (см. гл. 5 н 7) проводят хроматографирование в системах (см. табл. 6-19) с пробегом 
растворителя не менее 8 см: 

№ |. толуол—анетон—этанол—аммнак (45:45:7:2); 

№ 2. хлороформ—анетон—этанол—аммиак (20:20:3:1): 

№ 3. толуол—диэтиламии-—этаиол (9:1:1). 

После улаления остатков растворителя пластину денситометрируют при 280 нм на приборе 
ТОС-5САММЕК 11 фирмы Камаг (Германия). В табл. 6-21 представлены максимумы отра- 
жения и значения К, основных компонентов опия. Следует отметить, чго в зависимости от 
использованной системы максимумы отражения вешеств могут незначительно изменяться в 
пределах ошибки в 4 им. 


Таблица 6-21. Максимумы отражения и значения К, компоненгов опия 


Вещество Максимумы отражения в им Значения В, 
> . , Е. в системах _ 

№ | №2 №4 | №5. м2 | №3 

Героин | 207 | 280 312 = — 9,38 | 1 
Гилроколон | 28 | 28 293 == == 0.14 | 0.34 0.47 

Гилрокотариин |2217 | 225 320 = — 058; > — — 
Дигилроколени 212 222 245. 293 = 0.09 0.26 0.43 
| Колски 216 226 295 — Е 0,19 0,27 9.45 
| Крынопин 208 218 295 245 — 0,51 0.76 0.63 

‚ Меконин 217 225 320 — — 0.73 — = 
Морфин 219 229 | 297 — — 0.09 0.15 6.20 
| Наркотип 217 225 522 — -— 0,70 0.78 .0.67 
Оксиколоп 209 218 3292 Е — 0.53 0.74 0.63 
Панаверин 239 249 291 211 335 0.58 | 0.72 0.60 
Тебаин 286 296 2216 236 И 0.30 | 0.47 0.63 
| Этилморфин Е; 226 295 — — 0.19 0.38 0.46 


На рис. 6-41 представлен спектр отражения коленна, вылеленного с помощью системы № 2 
из образца героина. 

Приведенная выше методика можст с успехом применяться для количественного определс- 
ния действующего начала в героине. На рис. 6-42 приведена денситограмма метанольного рас- 
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Кодеин 
213. 223, 293. 332, 340 нм 


Рис. 6-41. Спектр отражения кодсина. выделенного 
с помошью системы № 2 из образна героина. 


Интенсивность 


Рис. 6-42. Денситограмма героина при А 280 нм. 


твора героина (5 мг/мл). полученная при сканировании пластины при 280 нм после разделения 
в системе № 2 образца героина. 

В результате проведенного исследования в данном образце установлено присутствие 
46,6+1,6% диацетилморфина (героина), 29,8+2,0% наркотина и 2,6+0,4% папаверина. Резуль- 
таты денситомстричсского определения этих вешеств совпали в пределах 5% ошибки с ре- 
зультатами газохроматографического исследования, проведенного по утвержденной ПККН 
методике. 

Обнаружение сверхмалых количеств наркотиков в биологических объектах. Многие нар- 
котики можно анализировать методом ТСХ на уровне лолей нанограмма, после обработ- 
кн их реактивами для получения флюоресцирующих продуктов. Методика обнаружения 
и количественного определения морфина, амфетамина и первитина на поверхности раз- 
личных предметов. а также в объектах биологического происхождения методом высокоэф- 
фективной ТСХ дансильных произволных приведена ниже. Количественное опрелеление 
проводится на основании сравнения интенсивности флюоресиснции хроматографических 
зон исследуемых объектов и стандартных растворов визуально или с применением денси- 
тометра. На рис. 6-43 приведена структурная формула продукта взаимолействия морфина 
и дансилхлоридла. 

Основные способы проведения дансилирования исследуемых веществ. Наиболее общей яв- 
ляется методика прямого дансилирования для получения дансильных произволных многих 
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Рис. 6-43. Продукт реакињи образопания дансилморфина. 


исследуемых вешеств. Другая методика — экстрактивное дансилиронание — дает большой 
выигрыш во времени и имеет больший пронент извлечения. Прямое лансилирование мор- 
фина: к 5 мл водного раствора образца или калиброночного раствора добавляют 200 мг 
карбоната натрия и 0.2 мл 0.1% раствора дансилхлорила в ацетонс. Полученную смесь пы- 
держивают 1,5 — 2 ч при комнатной температуре в темном месте. После этого се экстраги- 
руют 2 раза 5 мл хлороформа. Хлороформные экстракты объединяют, сушат нал безводиым 
сульфатом натрия и упаривают досуха на роторном испарителе или в токе азота при темпе- 
ратуре 40 °С 

Экстрактивное лапсилированис морфина: к 5 мл волного раствора образца или калнбровоч- 
ного раствора добавляют 0,1 мя 0.2 М раствора тстрабугиламмония гизроксидз в | М растворе 
МОН и 0,2 мл раствора даисилхлорнла в хлороформе (| мг/мл). Смесь встряхивают в течение 
10 мин. Слой органического растворителя удаляют (сушат) нал безволным сульфатом натрия и 
упаривают досуха на роторном испаритсле или в токс азота при температуре 40 °С. 

Дансилирование сухих остатков после экстракиин из бпообразца: сухие остатки растваря- 
ют в 5 мл полкисленной волы. Далее поступают как в описании прямого или экстрактивного 
дансилирования. 

Прелставленные варианты методик применимы только к морфину. 

Для получения воспроизволимых результатов перед нанесением неслелуемых растворов 
хроматографические пластины дважды хроматографируют в метаноде и сушат при комнатной 
температуре до полного удаления следов растворителя. 

При исследовании сильно загрязнсиных образцов. например экстрактов из волос или 
ногтей, перел хроматографированисм в основной системе пластину хроматографируют не- 
сколько раз в толуоле или апетоне. После каждого цикла хроматографирования ес сушат 
на воздухе. Окоичатсльное хроматографированис проводят в системах. указапных в табл. 
6-22. 


Таблния 6-22. Хромаготрафические системы и значения К, дансильных произполных исследуемых ве- 
ществ 


Хромито сския система | Значения К, дансильпых пронзводных 
_ морфина амфетамина первитина 
Метанол — 25% аммиак {100:1 5) | Е 0.60 | — | — 
| Анстон—жлороформ—этанол: 25% аммиак | 0.81 — — 
(20:20:3:1) | 
Циклогсксан —тазуол—лиэтиламин | — 0.56 0.78 


{7.5:1.5:1.0} 


‘Эффективность приведеипых метолик даисилирования морфина была показана при искус- 
ственном добавлении морфина гидрохлорида в мочу (табя. 6-23.). 
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Таблица 6-23. Процеит извлечения морфина (при его искусственном добавлении) из мочи различными 
мстолами (п = 6) 


Метод Концентрация морфина, мкг/мл Станлартная Изялечение, % 
добавлено | определено ошибка |. 

Дансилированне носле экстра- 1.0 0.78 0.12 78.0 
киин 2.5 2.01 0.09 | 80,2 
Прямое дансилирование 1.0 0.82 0.21 82.0 

2.5 2.03 0.15 81.2 
Эксграктивное лансилирова- 1.0 0.68 0.11 68.0 
ние с гексаном 2.5 1.81 0.13 72.4 
Экстрактивное лансилирова- 1.0 0,85 0.17 85,0 


ине с хлороформом 


Как вилно из табл. 6-23, наилучшие результаты показал метод экстрактивного дансили- 
ровамия с использованием хлороформа в качестве экстрагента. Предел обнаружения дансил- 
морфина составил 0,5 нг в пятне, дансильных производных амфетамина и первитина — 2,5— 
3.0 нг в пятне. 


6.3.3. Газовая хроматография 


Говорят, что межлу двумя противоположными 
мнениями находится истина. Ни в косм случае! 
Между ними лежит проблема. 


И. Гете 


Первое предположение о возможности использования газа в качестве подвижной фазы в 
распределительной хроматографии было высказано А. Мартином (А. Мапіп) и Р. Сиджем 
(В. Ѕупре) в их работах. посвященных теории теоретических тарелок, жилкость-жидкостной и 
бумажной хроматографии в 1941—1944 гг. Однако только спустя 10 лет в 1951 г. Мартином в 
соавт. было провелено первое успешное разделепие смеси веществ этим методом на практике. 
Вскоре методы газоадсорбинонной и газожилкостной хроматографии стали так быстро разви- 
ваться и так широко использоваться в научных исследованиях, как ни один другой аналитичес- 
кий метод до этого. Уже в 1955 г. сразу 3 американские фирмы начали промышленный выпуск 
газовых хроматографов для научных и исследовательских целей: Вите!й Согр., Регкт-Ебтег и 
Родыейтак. В слелуюшем голу к ним прибавилось сше 5 фирм. 

За последнее десятилетие был отмечен повсеместный интенсивный рост научно-исслелова- 
тельских работ в области газовой хроматографии и ее прикладных направлений. опубликованы 
монографии и статьи. зашищены диссертации. По оценкам ведущих приборостроительных 
фирм в настоящее время по всему миру эксплуатируется болсе 200 000 газовых хромагографов. 
Мировой рынок этих приборов оценивается в і млрд лолзаров США или 30 000 новых прибо- 
ров ежеголно при средней стоимости комплекта ог 15 000 до 30 000 долларов. 

Газохроматографический метод подразделяется на два основных вида в зависимости от приро- 
ды неполвижной фазы, так как подвижная фаза в этом случас всегда представляет собой газ. Это 
газоадсорбиионная хроматография (ГХ). в которой неподвижную фазу представляет алсорбенг и 
молекулы веществ выделяются из подвижной фазы главным образом за счет электростатических 
сил. Второй вид — это газожидкостная хроматография (ГЖХ). в которой неподвижную фазу 
представляет слой жидкости, покрывающий и химически связанный с поверхностью инертного 
носителя или стенки колонки. В этом методе вещества частично растворяются в неподвижной 
фазе и разделение смеси происходит за счет разности в их растворимости. 

Преимущества метода: быстрый анализ сложных смесей — от считанных минут до 1—2 ч; 
эффективный метод, обеспечивающий высокую разрешающую способность; высокочувстви- 
тельный метод. позволяющий детсктировать 10° до 10-8 г; неразрушающий метод. легко объ- 
единяемый с другими физико-химическими методами анализа, например масс-спектромет- 
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рией или ИК-Фурье-спектроскопией: метод количественного определения. ошибка которого 
составляет обычно 1—5%; для проведения исследования требустся малое количество пробы, 
обычно несколько микролитров; надежный, относительно простой и относительно нелорогой 
метол. 

Недостатки метода: применснис метода ограничивается летучестью образцов: метод не под- 
холит для термолабильных веществ; затруянено проведение препаративных работ; необходимо 
использовать дополнительное оборудование для подтверждения полученных результатов. 

В середине 50-х голов ХХ века группой датских инженеров была начата работа по изучению 
процессов. приводящих к размыванию хроматографических пиков. Им ущалось вывести урав- 
пенис, известное в настояшес время под названием уравнения Ваи-Дсемтера, связывающее 
ВЭТТ с такими экснериментальными характеристиками. как диаметр частиц стационарной 
фазы, коэффициенты лиффузии веществ в неподвижную и подвижную фазы. скорость дви- 
жения подвижной фазы и др. Для описательных целей уравнение представлено в упрошенном 
видс: 


ВЭТГ= 4+В/ + Ср» 


гас р — линейная скорость потока подвижной фазы: А — коэффициент вихревой лиффузии, 
определяющий влияние на размывание хроматографичсской зоны плотности и равномерности 
упаковки колонки неподвижной фазой. размера и формы зерен носителя (неправильная или 
сферическая) и других факторов. При использовании современных носителей и колонок, изго- 
товленных промышленным способом, влияние этих факторов на эффективность разделения не- 
значительна. Для каниллярных газохроматографических колонок коэффициент А равен 0. В — 
коэффициент продольной диффузии, учитывающий размывание хроматографичсской зоны за 
счет градненга кониснтрании вешсства в иснтре и но се краям. Влияние этого коэффициента 
значительно при малых скоростях потока и более выражено для газовой хроматографии, чем 
для жидкостной. Умснышить его влияние можно правильной установкой скорости расхода и 
увеличением вязкости подвижной фазы; С — коэффициент массопсрсноса вещества между 
двумя фазами. Подвижная фаза обогащастся определяемым вешеством главпым образом во 
фронтальной части сго хроматографической зоны, что связано с с движением подвижной фазы 
и конечной скоростью установления равновесия мсжлу фазами. Влияние этого фактора на 
эффективность разделения и размывание хроматографических зон прямо пропорционально 
линейной скорости цотока подвижной фазы. Эффект становится значимым для капиллярных 
газохроматографических колонок. имеющих очень тонкий слой неподвижной фазы. 

Современные газохроматографические колонки имеюг эффективность в сотни, а капилляр- 
ные — свыше 10 000 ТТ. ВЭТТ на 1 м колонки с 10 000 ТГ составляет 0,01 см на 1 тарелку. 
Обычная эффективность для современных ВЭЖХ-колонок находится на уровне до 400 ТТ на 
1 см колонки. что соответствует их длинс от 10 ло 50 см. 

На рис. 6-44 представлено графическое изображение зависимости ВЭТТ и Н от линейной 
скорости лвижения подвижной фазы. 

Оборудование для газовой хроматографии. Блок-схема газового хроматографа приведена на 
рис. 6-45. Газ-носитель, который представляет собой инертный газ, чаще всего азот или гелий, 
подается обычно из специальных стальных баллонов поц большим давлением — до 150 агм. 
Для понижения давления ло уровня, пригодного для работы прибора (около 5 атм), исполь- 
зуются специальные устройства — редукторы, которые имеют два мембранных манометра. 
В последнис годы получает все более широкое распрострапение использование в качестве 
таза-носителя водорода. поставляемого либо в баллонах как газ-носитель. либо получаемо- 
го по мере надобности с применением специальных гилролизеров из волы. На рис. 6-45 это 
оборудование обозначено как блок газоснабжения. от которого по металлическим трубкам 
газ-носитель через систему фильгров и осушителей поступает в хроматограф, гле при помоши 
специальных устройств формируются требуемые для проведсния анализа давление и расход 
газа. Сформированный таким образом поток газа-носитсля через инжектор ноступает в газох- 
роматографическую колонку, усгановленную в термостате. Термостат (печь) газового хрома- 
тографа способен поддерживать рабочую темперагуру до 400 °С , а при наличии специальных 
охладителей — отрицательную. 
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Н=ВАЈ — вклад продольной диффузии 


+ В+ СИ 
уравнение 
Ван-Деемтера 


Н=СО — вклад массопереноса 


— вклад неоднородности упаковки 


Линейная скорость потока (17) 


Рис. 6-44. Графическое изображение уравнения Ван-Десмтера. 


Блок газоснабжения 


Автоинжектор 


Испаритель 


Рис. 6-45. Блок-схема газового хроматографа. 


Инжектор (испаритель) — устройство. в котором происходят испарение пробы и введение 
ее в колонку. Температура инжектора обычно выше температуры колонки на несколько де- 
сятков гралусов. Пройдя через колонку. вещества попалают в детектирующее устройство. гле 
формируется сигнал, который затем обрабатывается компьютером. 

Газ-носитель. Выбор газа-носителя является критическим с точки зрения успешного хро- 
матографического анализа. Георетически тазом-носителем может быть любой газ. однако на 
практике используют инертные, легко получаемые в чистом виле, лоступные и недорогие газы, 
такие, как гелий, азот, реже волород. Основным критерием в ланном случае является чистота 
газа. Примеси. солержащисся в нем. обычно приводят к флюктуапиям нулевой линии, ухулию- 
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Рис. 6-46. Влияние вида газа-носителя иа эффективность колонки и время анализа. 
Н — эффетивность колонки 


нию пределов детектирования. разрушению лабильных веществ. К таким последствиям, нанри- 
мер, приводят следовые количества воды, попадая в хроматографическую систему. Следовые 
количества углеводородов в газс-носителе резко повышают хроматографичсский фон м иредсл 
определения вешеств для большинства ионизационных детекторов. Многие детектирующие 
системы в газовой хроматографии удовлетворительно работают только при использовании вы- 
сокоочищенных газов. К ним относятся. например, электропозахватный и масс-сслективиый 
детекторы. 

Большое влияние на эффективность хроматографической систсмы оказываст выбор газа- 
носителя. На рис. 6-46 приведены графики зависимости эффективности разделения веществ 
на одной и той же колонке от линейной скорости азота, гелия и водорода, используемых в ка- 
честве газа-носителя. Окрзшенными областями под кривыми отмечены диапазоны линейной 
скорости потока. соответствующие максимальной эффективности. 

Как вилно на рисунке. наибольшей эффектиниости можно достичь, применсняя 2301 
Однако диапазон оптимальных скоростей потока у него уже по сраннению с гелием и во- 
доролом. Различия в эффективности разделения не столь чамегиы, как отличия линейных 
скоростей потока. На практике это означает. что применение гслия или волорола вместо 
азота при незмачительном ухудшении эффективности разделения позволит проводить ис- 
следования на больших скоростях потока. лругими словами. резко, в несколько раз сокра- 
тит время анализа. Переход с азота на водорол при прочих равных условиях примерно в 
4 раза сокращает время анализа. При этом увеличивающийся лиапазон скоростей потока. 
при которых эффективность практически не изменяется, упрощает требования к контролю 
за параметрами анализа. 

Колонку. в которой происходит разделение анализируемой смеси. часто называют сердцем 
хроматографа. Она является основной частью оборудования для газовой хроматографии. Ко- 
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лонки. используемые на практикс. лелятся на лве основные группы: набивные и капиллярные. 
Отличаются они друг от пруга длиной. внутренним длизметром. способом заполнения, емкос- 
тью. способами введения в них образцов и эффективностью разделения. Эти и некоторые 
аругие характеристики обсуждаются ниже. 

Набивпые колонки — полые трубки. заполиенные алсорбентом или инертным носителем, 
на который нанссена жидкая фаза. Используемые в ХТА колонки различаются по материалу. 
из которого они изготовлены, длиной и впутренним диаметром. природой и размерами час- 
тиц инертного наполни геля, количеством и природой неподвижной фазы. Все перечисленные 
характеристики колонки определяют ес эффективность. а послелияя контролируст селсктив- 
ность. Для набивиых колопок минимальная ВЭТТ зависит главным образом от размеров час- 
тии носителя и всегда болыне улвоенного диаметра его частиц. Для набивной колонки длиной 
1 м. заполненной частицами 100—120 меш (150—125 мкм). максимальная эффективность не 
превышает 3000 ТТ. Из-за сопротивления потоку газа-носителя, резко возрастаюшему при 
увеличении длины колоики. длина набивных колонок редко превышает 3 м. Теоретически эф- 
фективность такой колонки может достигать 10 000 ТТ, но на практике для рутинного анализа 
используются колонки, имеющие от 3000 до 5000 ТТ. Эффективность колонок не зависит от 
внутреннего диаметра. 

Колонки обычно изготовляются из меди. нержавеющей стали, никеля. стекла и политет- 
рафторэгилена. Последние два материала предночтительны для иеследования полярных и тер- 
молабильных веществ, 

В качестве инертного носителя для ГЖХ используются диатомитовые земли. синтетичес- 
кие силикагели и стеклянные шарики. Перед нанесением на них жилкой фазы эти материалы 
прохоляг сложную многоэтапную физическую и химическую обработку. призванную сократить 
количество активных пентров на их поверхности. на которых возможна необратимая сорбния 
анализируемых вешеств или их термическая дегралация. Неполвижная фаза наносится на но- 
сигель в растворе полходящего растворителя. который затем улалястся под вакуумом. Количес- 
тво ее обычно составляет |, 3, 5 и 10% веса носителя. 

Размеры колонок и частиц ненодвижпой фазы в ГХ аналогичиы таковым в ГЖХ. В качес- 
тне алсороснтов злесь используют силикагель, оксид алюминия. цеолиты, пористые полимер- 
ные материалы соответствующих размеров. Эффективность этого вида хроматографии обычно 
ниже. чем ГЖХ. Но для решения некоторых сисцифических задач такис колонки могут с ус- 
пехом применяться. 

Набивиые колонки уже практически повсеместно вытесиены из практики ХТА капилляр- 
ными колонками. В настоящее время они используются при провелении количественного оп- 
ределения этанола в биологических жидкостях человека этилнитритным методом и при иссле- 
довании некоторых инертных газов и иизкомолекулярных органических веществ. 

Капиллярные колонки. Основной прогресс в газовой хроматографии практически по всем 
прикладным нанравяениям связан с разработкой в 1957 г капиллярных колонок. Однако ши- 
рокое распространение они получили после висдрепия в пракгику в 1979 г. квариевых коло- 
нок. названных ЕЅОТ (ѓоѕеа мйса ореп таБбиіаг соіотп). По сравнению с металлическими или 
изготовленными из стекла ЕЅОТ-колонки обладают значительной прочностью. гибкостью и 
инертностью. 

Онрелеляюшими свойствами лля капиллярных колонок являются их ллина и внутренний 
лиаметр. а также толщина неподвижной фазы, нанесенной на внугреннюю поверхность ко- 
лонки. из-за чего они также обозначаются МСОТ (ма соатеа ореп табщаг сити). Послелняя 
характеристика колонки определяет величину удерживания вешсств конкретной колонкой и 
величину образна, который можно анализировать на данной колонке. 

Капиллярная ГХ проволится па колонках, внутри которых помещается адсорбент с зернами 
определенного диаметра, закрепленными на внугренисй поверхности капилляра. Такие колон- 
ки получили название РОТ (расе 1юаде4 ореп 1абщаг сонлип). По сравнению с набивными 
колонками они обссисчивают высокую скорость проведения анализа. 

Большинство исследований с помошью капиллярной хроматографии проволится на МСОТ- 
колонках. По виутрениему диаметру они подразлеляются на 3 групны. 

» Капиллярные колонки с внутренним диаметром 0.18—0.32 мм и длиной 10—60 м. С их 
применением решают практически все задачи высокоэффективной газовой хроматографии. 
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причем чем сложисс апализируемая смесь, тем длинисе колонка и больше время анализа. 

Иногда используют очень короткие колонки. длиной до 5 м. Время аиализа при этом со- 

ставляет около 3 мин. Для проб неизвестного состава применяют колонки длиной 25—30 м. 

Такие колонки оптимальны также пля сочетания ГХ с другими физико-химическими ме- 

тодами. например МС. В таких колонках присмлима скорость потока газа-носителя около 

1 мл/мин оптимальна для работы вакуумной системы масс-спектрометра. 
® Колонки с внутренним диаметром от 0.53 до 0.75—1,00 мм. Они рассматриваются как аль- 

тернатива набивных колонок (из-за высокой емкости) при использовании больших концен- 

трапий аналигов с высокой эффективностью разделения. 
е Тоикис капиллярные колонки с внутренним диаметром от 0.1 ло 0,05 мм. Такие колонки 

обеспечивают либо экстремальную эффективность до | 000 000 ТТ при плине колонок 100 

м и внутреннем диаметре 0.1 м, либо ульгракороткое время анализа в несколько секунд при 

длине колонки 10 м. Для этих колонок требуется малос количество сильно разбавленного 

образца. 

Неподвижная жидкая фаза. С начала развития ГХ в качестве неполвижной жилкой фазы 
использовались всевозможные жилкости различного происхождения. Количество их было 
огромно. Со временем оно сократилось до нескольких лесятков специально произволимых 
для ГХ жидкостей. К ним относятся различные замешенные и незамешенные метилсилико- 
ны, такие. как метил-5%-фенил-, метил-50%-фенил-. метил-50%-трифторпронионил-. циа- 
нонронилметилфенияеиликоны. замешенные диэтилен- и нолиэтиленгликоли, 1.2.3-трис(2- 
цианоэтокси) пропан и др. Наибольшее значение из выншепсречисленных фаз имеют различные 
силикопы с высоким коэффициентом диффузии и поэтому низким сопротивлением массопе- 
рсносу. а такжс высокой. до 350 °С, термической стабильностью. Кроме того. они при низкой 
темиературе представляют собой жидкости или смолополобные вещества. обладают простой 
структурой и могут без труда быть получены в очень чистом виде. На практикс эти фазы 
можно примсиять в широком температурном дианазоне при незначитсльном фоне колонки. 
Полярные эфиры полиэтиленгликоля обладают уникальной селективностью по отношению к 
некоторым вешествам. имеют рабочий диапазон температур от 60 до 240—250 °С. 

В капиллярной хроматографии используются в основном те же самые фазы. 

Выбор условий анализа. В условиях изотермического анализа при постоянной скорости рас- 
хода газа-носитсля в рамках олного гомологического ряда, например н-углеволородов, наблю- 
дается экснонеициальиая корреляция между исправленным временем удерживания гомоло- 
гов и их давлением насыщенного пара, точкой кипения или количеством атомов углерода в 
молекуле. Для смеси углеводоролов этого ряда, у которых различия в температурах кипения 
не превышает 100 °С. можно полобрать оптимальную температуру разделения. Однако при 
расширении температурных лиапазонов это слслать уже ие удастся из-за проблем с эффектив- 
ностью разделения вешсств в пачале и коние хромагограммы. Типичный пример этого явления 
приведен на рис. 6-47. 

Решсгить данную проблему можно. применяя программирование температуры колонки. 
программирование скорости или лавления газа-носителя в ходе анализа. 

Программировать температуру колонки во время анализа очень просто. При этом начальная 
тсмиература подбирается таким образом. чтобы низкокиняшисе вешсества смеси разделялись в 
оптимальных условиях (значение К > 3). Скорость нагрева и конечная температура подбирают- 
ся в зависимости от состава пробы и с учетом приемлемого времени нровеления исследования. 
При программировании температуры но мере приближения к концу анализа обычно значн- 

сльно поднимается фон колонки, из-за чего иногда могут возникнуть трудности особснио при 
количественном определении, 

Для программирования расхода газа-носителя или поддержания постоянного давления требу- 
стся спепиазльное устройство — электронный расходомер. Расходомер лает дополнительные пре- 
имущества и в настоянес время используется нс только при анализе сложных смесей, но и при 
использовании сложных многоколоночных устройств с переключением потоков от одной колон- 
ки к другой. сочетании газовой хроматографии с другими физико-химическими методами. 

Способы введения пробы в колонку. Если колонка — это сердце хроматографа. то устройства 
лля введения пробы в колонку можно назвать его ахиллесовой пятой. особенно когла речь илет 
о капиллярной хроматографии. 
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Рис. 6-47. Хроматограмма раз- 
деления смеси вешеств одного 
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Время коэффициент емкости. 


Любая система введения пробы (инжектор. испаритель. дозатор) в газовой хромагографии 
лолжна удовлетворять 3 требованиям: 1) вносить минимальный вклал в размывание хроматог- 
рафичсских ников: 2) обеспечивать максимальную точность и воспроизволимость лозирусмого 
в разделитсльную колонку количества образца; 3) сохранять неизменность количественного и 
качесгвенного состава смеси до и носле лозирования. 

Дозаторы различают в зависимости от агрегатного состояния вводимой пробы (газообраз- 
ное. жидкос, тверлос) и се количества (аналитические насапочные иди капиллярные колонки, 
препаративные колонны). 


Для введеия газообразных проб используют +азоп- 
а А лотный ширин или дозируюший кран. Дозируюший 
шприп. состояший из калиброванного цилиндра. пор- 
ў У шия и иглы, объемом от 0,001 до 10 мл обесисчиваст 
воспроизволимость лозирования от 1 ло 5%. Шприц — 
болес гибкий и простой инструмент. чем лозируюший 
кран. Ояпако послелний обссиечиваст бблыную вос- 
произволимость дозирования — ло 0,5% объема калиб- 
рованной петли. приголен лля авгоматического отбора 
проб из постоянных потоков. для работы с ним не трс- 
буется высокая квалификация оператора. 

Введение жидких проб микрошприцем через самоун- 
лотняющуюся резиновую мембрану в непрерывно лви- 
жушийся поток газа-носителя получило самое широкос 
распространение. 

На рис. 6-48 показана конструкпия инжектора для 
набивных колонок. Тсхиически микрошириисм проба 
через самоуплотняющуюся мембрану (а} вволится либо 
в испаритель хроматографа. в данном случае стекловату 
(5). либо непосредственно на колонку, в исполвижную 
фазу (в). Крепится колонка муфтой (г) и гайкой (д). 

Характеристики микрошприца и правильная его 
эксплуатация во многом определяют точность и вос- 
произволимость работы всей системы ввода. Конструк- 
ния микроширицев зависит от того, гле происходит 
дозирование жидкости: во внутреннем объеме шпри- 
ца (ширицы объемом 5—1000 мкл) или в игле (объем 
0.5—1.0 мкл). Основными проблемами при дозирова- 
Рис. 6-48. Конструкция инжектора лпя нии жидкостей микрошпринами являются изменение 
набивных колонок. Пояснение в тексте. количественного и качественного состава пробы из-за 
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разложения термолабильных соединений при контакте с нагретым металлом иглы и стенками 
испарителя. каталитические превражмения или сслективная сорбция на поверхности металла. 
а также на обуглившихся пелстучих остатках предлылущих проб или кусочках прокалываемой 
иглой микрошприца самоуплотнякинейся мембраны. К настоящему времени на практике ирн- 
меняется несколько способов пвеления образцов в инжектор. 

Способ заполненной иглы закмочается во нведсиии в инжектор пробы, объем которой ра- 
вен внутреннему объему иглы микронирица. Бблыная часть пробы при этом испаряется из 
иглы, однако какос-то ее количество остается в мембране инжектора. При таком способе 
введения необходимо убедиться в отсутствии пузырьков ноздуха в игле шнрица и при руч- 
ном введении помнить о давлении газа и пара в инжекторе. которое может выбить плунжер 
из шприца. 

Способ холодной иглы заключается в быстром ввелении пробы сразу после прокалывания 
мембраны инжектора. При этом учитывается. что проба в жилком состоянии прохолит через 
не успевшую нагреться иглу и испаряется уже в инжекторе. Однако оставшаяся в игле проба 
будет иснаряться по мере ее нагревания. 

Способ горячей иглы аналогичен вышерассмотренному, за исключением того. что после прока- 
лывания мембраны иглу выдерживают в испаритсле 3—4 с перед быстрым введением образиа. 

Способ «бутерброда». Перед набором образца в микрошприц набирают сначала около | мкл 
воздуха. а затем | мкл чистого растворителя. когорый предотвращает преждевременное смеши- 
ванис жидкостей. Сама инжекция проводится с применением способов холодной или горячей 
иглы. Послс пробы иногла набирают сше дозу растворителя с прослойкой воздуха. При этом 
способе необходимо помнить о том. что при повышенных температурах воздух окислясг пробу 
и материалы, из которых сделаны колонка и инжектор. 

Высокоэфрективный иижсктор газового хроматографа отвечаст следующим требованиям: 
1) равномерный обогрев инжекционного блока в интервале температур 50—500 °С с диск- 
ретностью установки температуры 5—10 °С и точностью регулирования +1—5 “С; 2) развитая 
внутренняя поверхность. обеспечивающая нодвод достаточного для мгновенного испарения 
пробы количества тепла; 3) минимальный объем зоны испарения, отсутствие непродувасмых 
газом-посителем зои: 4) поток газа-носителя должен быть сформирован таким образом. чтобы 
обратная лиффузия образна в хололиую зону возле мембраиы и в полволящие линии была 
свелена к минимуму; 5) газ-носитель дояжен приходить в зону испарения образца в нагретом 
ло температуры испарителя состояини; 6) внутренияя поверхность иснарителя должна быть 
легкодоступна для периодической чистки: 7) эффект «памяти» мембраны лолжен быть мини- 
мизирован. сама мембрана должна иметь болес низкую температуру, чем корпус испарителя. 
либо лолжна использоваться безмсмбрапная система ввола. 

Для исслелования твердых образцов их (как правило) растворяют в нолходяшем растворите- 
ле. который вводят в колонку. используя технику ввода жилких проб. Сушествениым недостат- 
ком такого способа дозирования являстся дозирование в колонку болыних объемов раствори- 
теля, что приводит к смыву с начального участка колонки неподвижной ‘разы и появлению на 
хроматограммс растянутого «хвоста» пика растворитсля. Кроме того, при вводе иглы ширица с 
раствором в горячую зону испарителя еще до момента начала движения поршня растворитель 
начинает интспсивно испаряться из иглы. Остающаяся в иглс шприца жидкость обогащастся 
тяжелыми компонентами. причем. чем мсисе лстуч компонент, тем больше по отношению к 
менее летучим компонентам его остается в игле. В результате при количественном опрелелении 
обнаруживается дискриминация по тяжелым компонентам. т.е. эксперименгально определяе- 
мая коинентрация тяжелых компонеитов в пробе оказывается заниженной, а более легких — 
завышенной по сравнению с их истинной концентрацией. 

Альтернагивным способом дозирования тверлых образцов является использование микро- 
капсул из стекла. мягкого или легкоплавкого металла. Такие капсулы с веществом переносят 
в испаритель хромагографа, гле она в потоке газа-носителя тем или иным способом вскры- 
вастся; проба испаряется и в виде паров поступаст в колонку. Нелостатком этого способа 
дозирования является сложность конструкции шлюзового ввода. обусловленная наличием 
большого числа подвижных трущихся элементов. Сушествуют и лругие способы введения 
твердых образцов. 
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Рассмотренные ныше способы дозирования хорото сочетаются с набившыми колонками. 
Основной проблемой является мембрана, которая по мере эксплуатанни теряет герметичность, 
может выделять вешества. проявляющиеся на хроматограмме отдельными пиками. изврашаю- 
щими результаты исслелований. Кроме того. мембраиа. особенно при вволе больших объемов 
растворов полярных веществ. может их алсорбировать и затем мелленно выделять в газ-носи- 
тель. 

Ввод пробы в капиллярные колонки. Для подавляющего болынинства исследований в ХТА, 
обычно выполняемых на колонках МСОТ лиаметром 0.3 мм. типичная скорость расхода газа- 
носителя меньше 2 см/мин. В этих условиях при температуре испарителя 250 "С объем пара, 
образующегося после инжекции 1 мкл пробы. составляет около 0.5 мл, что требует более 30 с 
для полного очишения инжектора объемом 1 мл. Это время значительно превышает время. ло- 
статочное для получения пика типичной ширины в капиллярной хроматографии (5 с). поэтому 
требуются особые полхолы лля введения образпов. 

В зависимости от рабочих характеристик капиллярных колонок и уровня концентрации 
анализируемых компонентов пробу вволят в колонку одним из 3 способов: с лелением потока, 
без леления потока. непосредственно в колонку. 

Системы ввода с делением потока (5р йцесйоп). Проба в количестве 0.1—1.0 мкл подастся 
в систему, полностью испарястся. и гомогенная смесь паров пробы с газом-носителем раз- 
леляется на лва неравных потока: меньший поступает в колонку. а больший сбрасывается в 
окружающую среду (рис.6-49). Если в испаригеле гомогснизация образна полная. то поток 
газа-носителя будет делиться в отношении. опрелеляемом скоростями лвух указанных потоков. 
Отношение потока называют отношением деления. На практике используют коэффициенты 
зеления от |:10 ло 1:1000. Конструкния делителя должна обеспечивать в процессе ввода строгос 
постоянство выбранного отношения потоков. На него оказывают влияние изменение давления 
при испарении пробы, зависимость вязкости парогазовой смеси от ес состава. конденсация 
растворителя на вхолс в капиллярную колонку. 

При описываемом способе ввода большая часть пробы теряется. Считается. что этот способ 
неприменим для анализа разбавлениых образиов или следовых компонентов смеси, концен- 
трзиия которых не превышает 0.01%. Его лучше всего использовать для разлеления смесей 
относительно низкокипяших вешеств. например бензинов и газолинов. содержание основных 
компонентов которых составляет 0.01—10%. 


Гайка Мембрана 
— Продувка мембраны 
Газ- 22 
чоситель > Регулятор потока 


Вкладыш 


Регулятор потока 


=—-^ Сброс газа-носителя 


Муфта Рис. 6-49. Схема инжектора лля ввода об- 
Канёака разиов в капиялярную колонку (5рі/ѕрінІеѕѕ 
нуесиой}. 
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Преимущества. обеспечивающие широкое распространение этого способа в ХТА: простата конс- 
трукции и удобство работы с инжсктором. просгота выполнения многокомпонентиного анализа 
и небольшая относительная ошибка количественного определения. 

Недостатки способа: неравномерное смешивание паров пробы и газа-носителя в испарите- 
ле. вызванное разными скоростями парообразования и неполным перехолом анализируемых 
всшеств в пар из иглы шприца и из капли пробы. введенпой в испаритель. что приводит к 
серьезной потере эффективности из-за чрезмерного уширсиия стартовой зоны образца: метол 
мало подходит для исследования термолабильных и малолегучих веществ. а также веществ, 
присутствующих в пробс в следовых количествах. 

Системы ввода без деления потока (5рішеѕѕ туесйоп). Способ ввслсния пробы, при котором 
весь образец целиком попадает в капиллярную колонку. был предложен в 1969 г. К. Гробом и 
Г. Гробом. Системы такого тина нашли нрименсние в ХТА сильно разбавленных жидких об- 
разцов при исследовании загрязнения органическими вешествами окружающей среды, опреде- 
ленин состава природных продуктов. Сущность способа состоит в том. что относительно боль- 
шое количество (1—5 мкл) разбавлеиного образца вводится в испаритель, который в момсит 
инжекипи перестает продуваться газом-носителем. испарившаяся проба за счет увеличения 
объема пара пролавливастся в колонку. Для исключения перегрузки колонки количество рас- 
творенных анализируемых компонентов в пробе це лолжно превышать 50 нг. В данном вари- 
пите обеспечивается минимальное смешивание паров пробы с газом-носителем и их подача в 
колонку в виде не разбавленной газом полосы. Большой избыток паров растворителя лает рас- 
тянутый «хвост», который мешает определению ближайших к пику растворителя компонентов. 
поэтому инжектор через 30—60 с после ввола образца полключастся к системе форсированной 
продувки. Анализируемые компоненты к этому моменту нраклически уже на 100% переволягся 
в колонку. а остатки паров растворителя от нес отсскаются. 

Главным моментом в гехнике введения без деления потока является создание условий для 
рекониентрирования размазанных но лостаточно большому объему паров растворителя анали- 
зирусмых компнонснтов в виле узкой полосы на входе в капиллярную колонку. Без этой стадии 
работа сисгемы теряет смыся. 

В настояшее время получили распространение лва способа рекониенгрирования: низкотем- 
пературное улавливание и введение пробы с применением эффекта растворителя. Первый из 
них состоит в конденсации и задержке анализирусмых сосдинений на начальном участке колон- 
ки за счет того, что начальная темнература колонки устанавливается приблизигельно на 150 °С 
ниже температуры кипения анализирусмых компонеитов. Растворитель при этом свободно 
прохолит через колонку. После выхода зоны растворителя включасгся нагрев колонки и начи- 
нается процесс разделения и анализз. 

Механизм эффекта растворителя более сложен и основывается на концептрировании ком- 
понентов смеси в правильно сформированной зоне сконленсированного растворителя, кото- 
рая образуется в начале колонки при температуре колонки, установленной ниже температура 
кипения использованного растворителя. Условия формирования опрелеляются 4 независимо 
действуюшимн факторами: температурой колонки. летучестью и количеством растворителя. 
временем дозирования. При этом температура колонки устанавливается на 20 °С и более пиже 
температуры кипения растворителя, время залержки пролупки испарителя газом-носителем 
обычно составляет 20—60 с. 

Преимущества систем введения пробы без деления потока: разбавленные экстракты анализи- 
руемых образцов дозируются без донолнительной обработки; анализироваться может широкий 
спектр вешеств: простое аппаратурное оформление. 

Недостатки системы: плохая воспроизводимость времени удерживания компонентов, выхо- 
лящих сразу за пиком расгворителя; огсутствие эффекта реконцентрирования для компонен- 
тов. элюируемых перед растворителем; количественная дискриминация очень тяжелых компо- 
нентов. разложение термолабильных соединений из-за длительного нахождения наров образиа 
в горячей зоне инжектора. 

Система прямого ввода (оп-соитп). При прямом вводе образец попадаст в начало колонки 
в исходном агрегатном состоянии еще ло начала выпаривания сго в игле ширина. Эта техника 
напоминает эффект растворителя. Поэтому лемнерагура колонки устанавливается на 10—20 °С 
ниже температуры кипения растворителя. Ввод пробы осуществляется специальным шприцем 
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< алниной иглой. диаметр которой меньше внутреннего лиаметра колонки на 0.005 мм. Обыч- 
но таким способом вводят в колонку 0.1—1.0 мкл пробы. После введения образца колонка 
продувается газом-носителем до полного удаления следов растворителя. Далес происходит раз- 
зеление компонентов смеси. 

Преимущества способа: высокая воспроизволимость результатов количественного опрелеле- 
ния компонентов смеси: способ пригоден для термолабильных и малолетучих вешеств. кото- 
рые при других способах ввеления вообще не достигают колонки. 

Недостатки: ввеление в колонку иглы может вызвать турбулентность в движении потока 
газа-иосителя: ввеление больших количеств растворителя может разрушить колонку. в связи 
с чем требуются химически связанные неподвижные фазы: в результате использования такой 
техники введения колонка быстро загрязияется нелетучими компонентами пробы, 

Система с программированием температуры испарения (РТИ). Первоначально такой способ 
был предложен для работы с тверлыми образиами. но, как оказалось. используя его, можно 
преодолеть ряд трудностей, связанных с вводом образца в капиллярную колонку. На практике 
проба вволится в холодный инжектор. который продувается газом-носителем. после удаления 
растворителя инжектор очень быс!ро разогревается по баллистического закону ло 300 °С за 
2-30 с. Вовнутрь инжектора вставляется очень узкий, 0.5—1.5 мм. с внутренним объемом 
зо 150 мкл вкладыш. заполненный инертным носителем или стекловатой. Способ позволяет 
вволить в колонку большис объемы пробы, от 10—50 мкл ло | мл, особенно ссли на первом 
этапе излишки паров растворителя сбрасываются в атмосферу до начала нагрева испарителя. 
Большие объемы пробы позволяют исследовать сильноразбавленные растворы исследуемых 
вешеств. что сокрашает время на пробополготовку и кониентрированис вешеств. 

Сушествуют и другие способы введения вешеств в капиллярную колонку. например систе- 
мы с испарением в холодной игле (сооіей-псейіс уарогігіпр іпјестог) и др. Однако они еше не 
получили широкого распространения в ХТА. 

Детекторы в газовой хроматографии 

Детекторы в газовой хроматографии прелназначены лля обнаружения и измерения коли- 
честв компонентов в потоке подвижной фазы на выходе из хроматографической колонки. При 
попадании в газ-носитсль компонентов апализирусмой смеси образовавшаяся бинармая смесь 
компонент — газ-носитель отличается по физико-химическим свойствам от чистого газа-ио- 
сителя. Эти изменения регистрируются во времени и прелставляются в форме. улобной лля 
зальнейшей обработки. 

Основные требования, предъявляемые к хроматографическим детекторам: петектор должен 
облалать высокой чувствительностью; величина сигнала детектора должна изменяться про- 
пориионально изменению концентрации опрелеляемого компонента в подвижной фазс: де- 
тектор должен иметь достаточное быстродействие: рабочий объем детектора должен быть по 
возможности наименьшим. чтобы исключить дополнительное размывание пиков в детекторе; 
желательно, чтобы показания детектора отражали измепения физико-химических свойств под- 
вижной фазы в зависимости только от ее состава. 

В ХТА используются лифференциальные детекторы, реагирующис (дающие отклик) на по- 
вышение концентрации каждого из разлеляемых компонентов в зависимости от времени (т.с. 
АС/М от 1). В этом случае хроматографический пик является дифференциальной кривой коли- 
чества компонента, выходящего из колонки по времени. Сигнал такого детектора может быть 
пропорционален или концентрации определяемого компонента в газе-носителе, или потоку этого 
качпонента, т.е. количеству компонента, попадающему в камеру детектора в единицу времени. 

Аля концентрационного детектора площаль регистрируемого пика обратно пропорциональ- 
на скорости потока газа-носителя и прямо пропорциональна массе компонента. Поэтому при 
увеличении скорости потока газа-носителя площаль пика уменьшается. а высота пика остается 
постоянной. 

В потоковом детекторе сигнал определяется количеством вешества. попалающим в детектор 
в елинииу времени, т.е. потоком вешества. Для потокового летектора с увеличением скорости 
потока газа-носителя плошаль регистрирусмого на хроматограмме пика не меняется. а высота 
пика увеличивается. поскольку при этом увеличивается поток анализируемого компонента. 
Плошадь пика определяемого компонента в этом случае прямо пропорциональна количеству 
вешества и скорости потока газа-носителя. 
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Основные рабочие характеристики детектора: предел детектирования. линейность гралуиро- 
вочпого графика. спенифичность. Остальные требования к летектору как составляющей части 
метода проверяются во время валидации мегола в пелом (см. гл. 5). 

Предел детектирования — это наименыная аналитическая коннентрания. приводящая к по- 
лучению измеряемого сигнала. отличимого от шума. Этот предел. как правило. соответствует 
отношению сигнал/шум. равиому 3:1. Прелел детектирования. помимо параметров, заланных 
в методе. зависит от текущего состояния оборулования (шумы анализирующего прибора. со- 
стояние колонки) и пробоподготовки. 

Для любого количественного метода необходимо определить рабочий диапазон конпентра- 
ций анализируемого вещества, в котором справедливы измерения с помошью данного метола. 
Нижним пределом рабочего лиапазона является предел количественной оценки (ПКО), а вер- 
хний предел дизпазона зависит от возможностей аналитического оборудования, на котором 
проволятся измерения. В пределах рабочего дианазона может сушествовать линейный диапазон 
измеряемых конпентраций. Наличие линейного диапазона существенно упрошлет калибровку. 

Селективность и специфичность являются параметрами. оценивающими надежность изме- 
рений в присутствии мешающих веществ в матрице пробы, Принято. что специфичность яв- 
ляегся 100% селективносгью. 

Детекторы по теплопроводности (ДТИ) различных конструкций широко используются в 
аналитической. препаративной и промышленной газовой хроматографии. Это объясняется 
слелующими преимушествами ДТП: простотой и низкой стоимостью как самого летектора. так 
и энектроиных блоков к исму; универсальностью (возможность анализа практически любых 
веществ); достаточной чувствительностыо для многих хроматографических анализов: высокой 
линейностью в области сравнительно больших концентраций: хорошей воспроизводимостью и 
стабильностью рабогы и показаний. 

На территории Российской Фслерацнни ДТП используются для установления факта упо- 
требления алкоголя при мелицинском освидетельствовании живых лиц. проведении судеб- 
но-химического исследования органов труна для установления причины смерти (алкогольное 
опьянение), а также при исследовании некоторых газов: оксида углерола (11). криптона. оксила 
азота(1) и др. 

Принцин работы ДТП основан на выянлении различий в тепловоаности газа-носителя — 
гелия при попадании в него анализируемого вещества. Для этого два одинаковых по своим 
электрическим характеристикам чувствительных элемента. представляющие собой нить нака- 
линания. через которую пропускается ток. объединяюгся в одном блоке. включаются в обшую 
электрическую схему и являются плечами компенсационного моста Уинстона (рис. 6-50). 

При пропускании чистого газа-носитсля через обе камеры детектора мост оказывается сба- 
лансированным, тепловые потери в обеих камерах одинаковы. величины силы тока в обоих 
плечах моста также одннаковы и как следствие этого регистрируегся нулевая линия. Когда 
выходящая из колонки проба поцадает в рабочую ячейку детсктора. изменяются теплопровод- 
ность и теплоемкость газовой среды в ячейке. что приводит к изменению условий отвода тепла 
и вызывает изменение температуры чувствительного элемента в рабочей камере. Изменение 
температуры в свою очередь вызываст изменение величины сопротивления чувствительного 
элемента. следствием чего являются разба- 
лансировка моста и воззикновение ситиала Управление током Управление 
ДТП. моста детектора чувствительностью 

Основные характеристики ДТП. опреле- Х 
лепные по отношению к пропану, принятому 
в качестве стандартного вещества сравнения: 
• коэффициент чувствительности 2-10; 

• минимальная опрелеляемая масса 710% г; 
» минимальная определяемая концентрания 

1.5 06.5; 

» линейный диапазон детектирования 10°. Измерительная ячейка 

Пламенно-ионизационный детектор (ПИД, 
или ДИП) являстся одним из наиболсе рас- Рис. 6-50. Электрическая схема моста Уинстона. 
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Рис. 6-51. Схема пламенно-понизаиионного ле- 
гектора. 


пространенных и популярных детекторов не только в ХТА, по и в газовой хроматографии. 
Он появился в 1958 г. и с тех пор по некоторым своим характеристикам не был превзойлен. 
ПИД— типичный прелставитель классического потокового летектора. 

Принция работы летектора заключастся в измерении тока. прохоляшего через волородное 
пламя горелки. размененной на выходе из колонки. В пламени чистого водорода число ионов 
очень мало, сопротивление мсжэлектродного пространства очень велико (10° — 10" Ом). ток 
детектора весьма мал (10? — Ю\А). Ток является постоянным фоновым током детектора и 
возникает за счет ионизации примесей. содержащихся в газе-носителе. волороде и воздухе. 

При нонадании в пламя органических всществ в нем образуются заряженные частицы. при- 
сутствие которых обусловливаст увеличение тока, что в итоге производит аналитический сиг- 
нал детектора (рис. 6-51). 

Для получения оптимальной темисратуры пламени в ПИД поддерживают правильное со- 
отношение межлу волородом н возлухом. Недостаток воздуха приводит к нсполному сгора- 
нию водорода и уменьшению чувствительиости. а избыток его увеличивает шум детектора. что 
связано с появлением турбулентности потока. Тиничное соогношенис расхода газа для этого 
детектора составляет 1:1:12 ( газ-носитель, водород и воздух, соответственио). 

ПНД является одним из наиболее линейных детекторов в газовой хроматографии. По раз- 
личным оценкам, его линейный диапазон детсктирования составляет 10°— 10° при скорости 
изменения концентрации в 0,010 нг/с для углеводородов. Он чувствителен не столько к массе 
определяемого оргапического соединения, сколько к структуре и количественному соотноше- 
нию структурных групп, которые совместно и определяют сигнал на выходе. соответствующий 
данной массе вещества. Поэтому при количественных опрелслениях следует учитывать значе- 
ния величин поправочных коэффициентов для полученния исправленной величины площади 
пика. 

Поправочные коэффипиеиты могут быть либо определены экспериментально, либо рассчи- 
таны теоретически на основании относительной молярной чувствительности (ОМЧ). 

При эксперименталыюм определении ноправочных коэффициентов исходяг из того, что 
для сослинений с более чем 6—7 атомами углерода в молекуле. связанными с атомами воло- 
рола, поправочный коэффиииент близок к | и. следовательно. соотношение анализируемых 
компонентов. найденное на основе измерения площади пиков (в процентах), равно их про- 
центному отношению но массе. Тогла, зная соотношение моль стандарта (М) и исследуемого 
сослипепия (М) и приняв величину К. = І, рассчитывают поправочный коэффициент для 
всшсства Х (К.). 
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ПИЛ ис даст показаний лля следующего ряда сослинений: СОЅ, СУ, Н.5, МО, №О,, МН, 
СО. СО,, Н.О. 51СІ,. $ НС, 51Р, При присутствии в анализируемой пробе этих соединений 
чувствительность летектора к другим соединениям не изменяется. 

ПИД используется лля опрелеления токсикацтов и их метаболитов в биологических объек- 
тах. объектах окружающей среды, в криминалистическом анализе и лругих. 

Преимущества: чувствительность 10° об.%; линейный диапазон детектирования 10°; высокое 
быстродействие; небольшой объем рабочей камеры; диапазон рабочих температур ло 400 "С; 
сравнительно низкая стоимость детектора. 

Недостатки: нечувствительность к ряду сосдинсний; леструктивность (разрушает пробу): 
взрывоопасность (водород); необходимость в электрометричсском усилителе; нелстучие про- 
дукты сгорания (5Ю,) могут отклалываться на элсктродах. нарушая стабильность работы. 

Термоионный детектор (ТИД или ДТИ). Введение паров соли шелочного металла в водород- 
ное пламя горслки лает термононный эффект в виде сильного увеличения чувствительности 
детектора к определепной групие органических соединений, панример фосфор- и азогсолер- 
жашим органическим соединениям. 

Фосфорсодержащие соеднисиия уластся анализировать в экстрактах из овошей и фруктов 
на уровис 5 · 10°%. Установлено, что чувствительность ДТИ к соединениям, содержащим 
6 атомов хлора. в 1000 раз меньше. чем чувствительность к соединениям, содержашим один 
атом фосфора. Подбирая расход газов и увеличивая расход водорода, можно повысить чувстви- 
тельность ДТИ к азотсодержащим соелиисниям. Так, отношение чувствительности детектора 
к соединениям, солсржащим СІ. Аз, М и Р, без учета влияния количества гетероагомов в мо- 
лекуле и органической части молекулы, не содержащей этих атомов, примерно таково СГА: 
М:Р = 1:20:100:1000. 

Минимально детсктируемое количество при анализе фосфорсопержащих соединений со- 
ставляет 5 · 10-Н г/с, а при анализе азотсодержаних — 5 · 10-1 г/с. Уровень шума при этом 
составлясг около 1.5 · 0-КА. Линейный диапазон дегсктирования 10°. 

ДТИ применястся лля детектирования азотсолержащих сослинений, причем правильный 
подбор экспериментальных параметров позволяет увеличить чувствительность дегектора к 
этим сосдинсииям на 2—3 порядка по сравпению с чувствительностью ПИД. При определен- 
ных условиях ДТИ сгановится чувствительным и к галогенсолержащим соединениям, причем 
чувствительность детектора к ним примерно в 100—600 раз ниже. чем к соединениям. содер- 
жащим фосфор, однако она па порядок выше чувствительности ПИД. 

Пламенно-фотометрический детектор (ПФЛ). Работа этого детектора основана на измерении 
хемолюминесцепиии серо- и фосфорсодержаших веществ, возникающую ири их сгоранин в 
пламени водородной горелки. Измерение проводится при 394 им для серосодержащих веществ 
и при 526 нм для фосфорсодержащих. Интсисивность отклика детектора пропорциональна 
коничеству атомов серы и фосфора в молекуле. ПФД широко используется для исследования 
объектов окружающей среды, биологических объектов, особенно в комбинации с другими дс- 
текторами. 

Детектор электронного захвата (ДЭЗ, или ЭЗД). ДЭЗ— потоковый детектор. В основе фун- 
книонирования ДЭЗ лежит то положение, что молскулы многих веществ способны принимать 
свободные электроны и образовывать стабильные отрипательные молекулярные ионы (рис. 
6-52). 

Радиоактивный источник (2) испускаст В-частины, которые при столкновении с молекула- 
ми газа-посителя (как правило. азота) образуют своболные электроны и ноложительно заря- 
женные молекулярные ионы. Под действием приложенного между электролами постоянного 
напряжения образовавшисся в зоне ионизации свободные электропы движутся к аноду с оче 
высокой скоросгью (порядка 10° см/с), несмотря на встречное движение потока газа-носите- 
ля. При этом в системе возникает электрический ток, который усиливается и регистрируется 
измерителем малых токов. Если в камеру детектора попадают сослинсния, способные захва- 
зывать электроны, го изменяются концентрация заряженных частиц в камере детектора и ве- 
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Рис. 6-52. Схема летекгора электронного захвата. 

1 — катод; 2 — радиоактивный источник: 3 — молекулы газа-носитсля: 4 — положительные молекхляр- 
чыс ионы газа-посигеля: 5 — отрицательные молекулярные ионы определяемых сослинений; 6 — опреле- 
яемые молекулы; 7 — сноболные электроны: 8 — анод; 9 — подича гизи-нпосителя: 10 — зона ионизации 
молекул газа- носители. 


тичина тока в цепи. Если созлать такие условия работы детектора, при когорых образуются 
только отринательшю заряженные молекулярные попы анализируемого соединения, го величи- 
на уменынения нопизационного тока будет зависеть только от коннентрации анализируемого 
хоелинения в камере летектора. Уменьшение велнчины нонизационного тока обусловлено тем. 
что скорость лвижения отрицательно заряженных молекулярных нонов в камере детектора го- 
разло меныне скорости движения свободных электронов и составляет 1—10 см/с. Встречный 
поток газа- носителя дополнительно уменьшает скорость. а на катоде в этом случае собираются 
олько своболные электроны, концентрация которых зависит от кониеитрацин молекул апали- 
ирусмого соединения в камере детскгора. 

Углерод н водород ночти не имеют сродства к электронам, ноэтому углеводороды не захва- 
тывают своболные электроны. Исключение составляют полициклические конденсироватные 
зроматические углеволоролы (аитраисн). которые силыкю захватывают электроны. Кислорол 
н галогены легко захватывают электроны. В ряду галогенов стеиснь поглощения электронов 
возрастает в ряду: і > Вг> СІ > РЕ. 

В габл. 6-24 нривсдены относительные коэффициситы захвата электронов (К ) некоторыми 
классами соединений. Г 


Таблица 6-24. Относительные коэффициенты захвата электронов (К) некоторыми классами соелинений 


Клясс соединений К Примеры веществ 
= _ м — 
Алканы. алкены. лиспы. алкины. алифатические эфиры. аромати- 0.01 Гсксан. бензол. 
ческие углеводороды. ароматиясские спирты бсизиловый сонрт 
Полициклические конденсированные ароматические углеволоролы 0.1 Нафталин 
Алифатические спирты. кетоны, альлегилы, амины, галогенойро- 1.0 Амиловый спирт 
изволные (монофтор-. монобром-монохлар-) метилэтилкетон 
Ароматические кетоны, альдегилы, амины. енолы, галогенпро- 10.0 Апетофено1 
нзволные (лихлор-. трихлор-. гексафтор-}. ангиярилы кислот, = 2 6 
еда ан 300 Беизальлегид, 
гетраотилсвинец 
Полигалогенированные ииклалканы 1000 ГХИГ (линаанэ 
Нитросослинсния .1.2-ликетоны и органические сослинения 10000  Динитробснзол 
ртути 


Примсчанне. ГХЦГ — гексахлорниклогексан. 
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При практическом использовании ДЭЗ исобходимо учитывать следующие его особсинос- 
ти: температура детектора лолжна быть несколько выше температуры термостата колонок для 
устранения конденсанин пробы и неподвижной фазы в детекторе; пля сильно захватывающих 
электроны веществ следуст нснользовать небольшие количества нроб. т.к. большое количест 
во пробы насышает детектор в течение нескольких часов: многие органические расгворителн 
{кстоны. спирты. хлорсолержашине соединения) способны захвагывать электроны и введение 
большого количества таких растворителей приволнт к быстрому насыщению детектора. 

Линейный лиапазон детектирования детектора электропного захвата — 10—10°, предел об- 
наружения но линдану — 107 г/с. 

ДЭЗ ирнменяют лля определения токсичных сосдииепий в воздухе: остаточных количеств 
пестицилов ( гербицидов, иисектниндов) и некоторых пругих соединеннй. вредных для человека 
в крови. пищевых продуктах, синртных наничках: в клинических исследованиях для определе- 
ния биогенитых аминов. гормонов. канцерогснных вешеств и их метаболитов: летучих галогенсо- 
лержащих. металлоорганических и неорганических сосдинений в биологнческих образах. 

Недостатки ДЭЗ: чувствительность к изменению температуры: срапнительно невысокий 
верхний температурный иредел использования; малая линейная область детектирования; воз- 
можность прогекания побочных процессов (возпикновстия пространствениого заряда и кон- 
тактных потенциалов); изменение энергии электронов в процессе детектнрования. приводя- 
щих к искажению результатов анализа. 

К настоящему времени разработано большое число модификаций ДЭЗ. из которых следует 
отметнть нонизационно-резопансный детектор, который являстся результатом совершенство- 
вания ДЭЗ. 

В табл. 6-25 представлена сравнительная характерисгика детекторов, нспользусмых в газо- 
вой хроматографнн. 


Габлииа 6-25. Сравнительная характеристика астекторов, используемых в газовой хроматографии 


Прелез 
текто! | ИР ннейность 
№ Детекторы Тин | 1 чр. Селективиость АА = в Ли ейнос 
| Газохроматографические 
Пламенно-иопиза- Универсальный Все органические вещества, 10 гт 10° 
ционнЫй способные ионизнроваться в С/е 

| пламени | 
Катарометр Универсальный | Все вещества. опличающиеся но || нг/мл 10* 

теплопроводности от газа-носи- (мобильной 
| теля фазы 
Электроно-захват- |Селективный Вешества. содержашие галогеиы, 0.2 не Сс 10° 
пый металлорғанические соелинения, 

| нолиненасьиневные углеводороды 

Азогно-фосфорный |Селективный Вещества, содержащие азог и І пе №е 0.5пғ 10" 

фосфор Р/с 
Пламенио-Јюто- Селекгивный Вашнества. содержащие фосфор и |50 иг 5/с 10" 
| метрический. сера 2 пг Р/с 10' 
Комбинированные 
ИК-Фурь- сиск- | Универсальный Молскулярные вибраини 1 нг (сильно 10" 
трометрический с возможностя- ноглошающее 
(ЕТІК ми селективного вешество) 
Масс- спектромег- универсальный  Характериствческие ноны інг 10° 
рический (М9) С возможностя- полное 

ми селективного сканирование 
1 нт 
масе-фрагмен- 

| ‚ тография 
Атомно-эмиссион- | Универсальный (Любой элемен! 0.2—50 г/с в К: 
ный (АЕО) с возможностя- зивисимостгн от 


ми селективного элемента 
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Илентификация вешеств на основе ланных тазовой хроматография 

Иденикиюкншя веществ в газовой хроматографии осповывается на возможности метода 
разаслять сложную смесь на индивидуальные компопеиты. последовательно выходяшие из 
колонки в смсси с газом-носителем. На основе полученных данных и в зависимости от постав- 
лепной задачи возможно решение следующих вопросов. 

• Соотнесение хроматографических инков разделяемых веществ © компонснтамн смеси. со- 
став которой ориситнровочно известен. например ири исследовании многокомпонентного 
лекарстнеиного препарата. 

• Провеление группового анализа. 

» Частичная пилентификация компонентов смеси. 

В зависимости от сложности поставленной задачи для се решения используются как различ- 
ные хромагографические присмы. так и приемы с нривлечением данных других химических, 
физико-химических. биологических и прочих методов. 

Поскозьку для кажлой конкретной хроматографической системы время удерживания явля- 
ется ризико-химической константой вешеєтва такой же. как температура кипения или плавле- 
ния вешества. то совпаление в прелелах ошибки измерения экспериментально установленных 
значений параметров удерживания разделяемых соединений с приведенными в литературе зна- 
зениями этих параметров для известных вешеств может являться основанием для проведения 
ето иленгификации. По крайцей мере. отсутствие такого совпаления говорит о том. что панно- 
го вещества в исследуемой смеси ист. Этот подхол особенпо хороню срабагываст прн исполь- 
зованни данных. полученных с примененисм нескольких различающихся по своим свойствам. 

лавным образом по полярности, хроматографических неподвижных фаз. 

Для гомологических рядов органических сослипений достаточно просто рассчитываются 
корреляционные зависимости параметров удерживания. На основапин этого можно проводить 
проверку соответствия эксиерименталью нолученного пика времени удерживания конкрет- 
ного члена такого ряда. Современное программное обеспечение для компьютеров на основе 
термолинамичсских ланных н структурной формулы вешсства позволяет достаточно точно рас- 
считать индекс улерживания для больниинства венеств. Например, программа Национального 
института стандартов США (М№ІЅТ-05) имсет указаниую функцию и большую базу ланных по 
инлексам удерживания различных вешеств, в том числе лскарстненных веществ. наркотиков. 
пестипнлов. лругих токсикантов и их метаболитов. В эту базу включены данные литературы 
0 параметрам удерживания на набивных и капиллярных колонках. Так. для амфетамина с 
помошью этой программы был рассчитан индексе удерживания равным 1171, а по данным 
39 источников лнтературы пля этого всшества индекс удерживания равен 1117417 с разбросом 
ат 1090 до 1190. 

Простейшим способом установления наличия в смссн какого-либо вещества является ис- 
пользование эталонных образцов сравнения. Анализируют станларты лнбо отлельно от смеси. 
либо лобавляя в его в смесь. В обоих случаях паличие хроматографического пика или увеличе- 
ние его высоты и плошали говорит о возможном присутствин в смеси этого вешества. 

Большой выбор селективных газохроматографических летекторов или использование слож- 
ных многоколопочных систем позноляст по соотношению их откликов и набору времен удер- 
кивания на разных колонках проволить идентификацию веществ. Такой подход наиболее часто 
используется в анализе объектов окружающей срелы и биологических объектов на присутствие 
вестицилов различного происхождения. 

Получение лапных улерживания аналнзирусмого всщества ло и после обработки его различ- 
выми деринватизируюшими рсакгивами позволяет но совпадению времен удерживания неизме- 
ненного вещества п его производного оценивать присутствие данного вещества в нробе. 

Как уже говорилось выше. болес детальную информацию о пробе получают. используя 
приемы. предусматриваюшие последовательный препаратнвный сбор фракций. выходящих из 
газолроматографичсской колонки. с их последующим неследоланием с использованием подхо- 
зяших меголов апализа. 

Исследование биологических объектов предоставляет сіце олну возможность идсигифика- 
ыни вешеств по присутствию в пробе пе только самого вещества. но сго метаболитов. Напрн- 
ыер. обнаружение в моче наркотического средства метамфетамин но межаунаролным правилам 
требхет подтвержления наличия в данной пробе и его основного метаболита — амфетамина. 
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Такая же ситуация наблюдастся и с другими наркотиками. например героином и 6-моноаце- 
гилморфнном. кокаином н бензоилэкгонином. 

Сравнение экспериментальных и приведенных в литературе параметров удерживания. В этом 
слуиню качествениыми характеристикамн разлслясмых веществ являются опрелеленные в за- 
данных условиях параметры удерживания. Для илеитификации при сопоставлении с опубли- 
кованными данпыми используют относительные парамстры удерживания — нилекем үлержи- 
вания Ковача. 

Относительные параметры удерживания разделяемых компонентов рассчитываются из эк- 
снериментальных данных как отношение исправленного улерживаемого объема (или исправ- 
ленного премени удерживания) этих компонентов к нсправленному удерживаемому объему 
{или времени удерживания) вещества. вхолящего в состав разделяемой смеси (или сненнан,- 
но введенного) и выбранного в качестве стандарга. Установленные относительные параметры 
удерживания соноставляюлся с табличными н по результатам соноставления лелается вывод о 
качественном составе анали зируемой нробы. 

В оспове метола идентификании но пилсксам удерживапия Ковача лежит использование 
линейной зависимости межлу логарифмом исиравленного улерживиемого объема и числом 
атомов углерода в молекуле нормальных углеволоролон. 

Ковач предложил присвоить членам гомологического ряда нормальных углеводородов нос- 
гоянпые нидексы удерживания. которые не зависят от условий процесса хроматографического 
разделения. весла остиются постоянными и рассчитываются как произнеление числа атомов 
углерола в молекулс на 109. Тогда индекс удерживания Ковача лля метана оказывастся равным 
100. для этапа — 200. пля пропапа — 300 и т.д. 

Для илситификации всшества в строго зафиксированных условиях процесса разлеления на 
ланной неполвижной жилкой фазе сначала опрелеляют. например. логарифм исправленных 
объемов улерживания. таких чяснов гомологического ряда нормальных углеводородов, кого- 
рые элюируются из колонки до н после анализируемого соелинения. Затем в этих же условиях 
определяют Ё, исследуемого сосдинсния и соответствующий нилеке удерживания этого соеди- 
нения. 


К, =100- +1009 
і 


си г; 


где В — инлекс Ковача: 7 — число атомов углерола в алканс: 1..1, 1, 
мена удерживания вешества н алканов. 

Чтобы сопоставление было корректным. измерения выполняют в условиях. илетинуных 
тем. при которых получены онубликованиые данные. особенно по слелующим показателям: 
типу насалки (марка. фирма-изготовитель, количество неполвижной жилкой фазы и харак- 
теристики твердого носителя. условия прелварительпой актинаиии или обработки насалкн, 
условия конанционирования колонки); темиерагуриому режиму колонки и системы ввода про- 
бы: параметрам (ллина. лиамегр. материал) и условиям предварительной полготовки колонки: 
объему вволимой пробы: рисхолу, входному и выходному лавчепию газа-носителя; способу 
измерения мертвого временн. 

Для насалочных колонок с содержанием неполярной исполвижной жилкой фазы на твердом 
носителе 15— 20% межлабораторная воснроизволимость индексов удерживания Ковача состав- 
ляет 1—3 сд.. па полярных непойвижных фазах — ло 5 ед. инлекса. ля капиллярных колонок 
до 1—2 ед. инлекса. При ноискс нараметров удерживания в литературе окно для разброса па- 
рамегров принимается равным 40—50 ед. индекса. 

Аналитическая реакпионная газовая хроматография 

Аналитическая рсакнионная газовая хроматография — самостоятельное направление га- 
зовой хроматографии, которое характеризуется специфическими методами, особой областью 
применения. особенностями аппаратуры. 

В отличие от других вариантов тазовой хроматографии в аналитической реакционной газо- 
вой хроматографии в результате химической трансформации анализируемой смеси образуются 
новые сослинения. что приводит к изменению коэффициентов разделения и чувствительности 
детектирования. 


— неправленные вре- 
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Дериватизация. Для целей разделения. кониситрирования н последуюшего анализа раз- 
янчных токсикантов в ХТА часто требуется исленаиравленно изменить свойства аналига для 
улуииения сго аналитических показателен. Такой полход принято называть лериватизацией. 
т.е. получением производных. Дериватизания улучнизет хроматографическое разделение. осо- 
бенно низколетучих. полярных или водорастворимых всществ: увеличивает чувствительность 
анализа; улучшает предел детсктирования. Без проведення лериватизацин некогорые веіңества 
нообще нельзя было бы исследовать метолом газовой хроматографии или прн этом получали 
бы неудовлетворитсльные результаты. Часто дериватизания проволится с нелью получения до- 
полнигельной ииформанин о содержании токсикантов. например наркотиков в бнологических 
жидкостях. Произволные аналитов не только эффективнее разлелеляются. по и имеют более 
информативные и улобные для работы масс-спектры. нанрвмер анильные произподные сти- 
мулягоров амфетаминового ряла. Химические способы лериватизании постоянно молернизи- 
руюгся. прслоставляя новые возможности для аналитиков. Ниже привслены только основные 
способы лериватизаиия. 

Этерификания. Аналиты со свободными карбоксильными групнами обычно плохо разделяются 
метолом газовой хроматографии из-за своей полярности и температурной нестабильности. Выбор 
способа дериватизании зависит от свойств аналита, присутствия в его молекуле других полярных 
груші и вида детектирукиней системы. которая будет использована для определения. Существует 
несколько способов для получения менее нолярных производных карбоновых кислот. 

Этерификация спиртами. Разработано болыное число мстолик получения сложных эфиров 
карбоиовых кислот со спиртами (от мстанола ло изоамилового спирта) в присутствии высоко- 
летучих катализаторов, таких. как хлористый волорол. гионилхлорил или ацетилхлорид, кото- 
рые легко могут быть удалены вместе с избыгком растворителя. Жирные кислоты. кроме того, 
легко метилируются п присутстнии фторида бора (ВЕ) в метанояе. Нормалыный бутанол и его 
изомеры часто используются ная этерификации аминокислот в присутствии хлорида водорода 
при повышенной температуре (ло 100 °С). 

Пиролитическое мстилирование. Челвертнчные аммониевые оспования, например тетраме- 
тиламмоний или триметилфениламмоний гилроксид. растворсиные в мстаноле вместе с про- 
бой. ири введении в пагретый испаритель газового хроматографа образуют с органическими 
кислотами соединения. которые сразу же ниролитически разрушаются с образованием мети- 
ловых эфиров этих кислот. Способ широко иснользуется в биохимии лля установления жир- 
нокислотного состава линилов. в микробиологии но липилному (жирнокислотному) составу 
бактериалынях мембран проводится экспресс-ниагностика, в том числе особо опасных мик- 
роорганизмов. Этот метод широко использовался еше в середине ХХ века лля мстилирования 
барбитуратов (см. гл. 7). В настояшес время для леривагизации данным способом успенно 
используют фторилы, пнаниды или ацетаты четвертичных аммопиевых катиопов. Например. 
3.5-бис(трифторметия)-беизил-димстил-фениламмония фгорил. лиметилаисталь или диметил- 
формамил применяются лля дериватизании экстрактов плазмы крови люлей. принимавших 
клонидин или его аналоги. Считается, что эти вешества более эффектинны. так как не созлают 
шелочную среду. что может привести к исобрагимому гидролизу сложных эфиров. 

Этерификация лилзометаном. Диазометаи в обычных условиях нредставляет собой газ жел- 
того нвета, хороню растворимый в неполярных растворителях. Его раствор в эфире в присутс- 
твни метанола был одним из первых дериватизирующих реактивов в газовой хроматографии, 
Обычно резктив готовят непосредственно персд исследованием. так как он крайне нестабилен 
и к тому же является сильнейшим канисрогсном. В настояшее время от него повсеместно 
оказались в нользу фенилдиазомегана или тримстилсилилдиазометана, гексановые растворы 
которых можно приобрести у вслущих химических компаний. 

Этерификация галюгеналканами. Алкилйодилы, алкилбромилы. реже алкилхлориды приме- 
няют аля обработки солей карбоновых кислот в среде апегопитрила, анстона нли метанола. 
Соответствующие сложные эфиры образуются за иссколько минут с хорошим выходом и без 
нагревания. Производные некоторых токсикантов получают. например, по реакини с перфтор- 
бензилбромилом. Образовашиеся периваты определяют па очепь пизком уровис с применением 
ЛЭЗ или масс-снектральнюго детектора. Широко используется метилйодил лля метилирования 
основного метаболита тстрагидроканнабинола в моче и сто дальнейшего определения методом 
газовой хроматографии. 


374 Глава 6 


Силилирование. К настоящему моменту разработаны и широко применяются на практике 
многочисленные сизилирующие реактивы. с помощью которых можно получить несколько ви- 
лов производных — от триметилеилилыних ло трет-бутиллимегилеилильных и др. В зависимос- 
ги ог нриролы вешества и реагента силилирование илет с разной скоростью и выходом. Так. 
возможен перевод анализируемого вешества в сго полный эфир иепосрелственно в испарителе 
хроматографа. в других случаях необхолима ллитсльная обработка силилирукииим реагентом 
с послелующим удалением избытка реактива и растворителя. Для определения нестицилов 
в объектах окружающей среды и в биообьсктах иногла используют силильные реактивы. у 
которых один или лва атома водорода в метильных группах заменены бромом. Получаемые 
с помошью такого вида реактивов производные исслелуются с применением ДЭЗ или ПФД. 
Такое сочетание позволяет достичь высокой чувствительности и селективности определения 
анализирусмых всшеств. В табл. 6-26 прелставлепы ланные об основных силилируюших рсак- 
тивах и краткая их характеристика. 


Таблица 6-26. Силилирующие реактивы. их химическое строение и краткая характеристики по Епсусоре а 
оѓ Зераганоп Ѕсіепсе 
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Продоажение тада. 6-26 


ачал использоваться в 1958 г. 


1Инроко применяемый реактив, 
способный рсагировагь практичее- 
ки со всеми рассматриваемыими в 
даниом разаеле фуикниональными 
группами. В пронессе реакции об- 
разуются легучие. легко удаляемые 


продукты 


| Появился в 1969 г. С тех пор сгал 


оштим вз самых широко примсия- 

емых реактивов. Апалог ВУТЕА. но 
образующиеся в нроцессе реакции 

продукты более летучи 


Появился в 1973—1930 гг. Альтер- 
наливный рсактив. облалающий 
большей устойчивостью к гилро- 


лизу 


Первые сообщения в 1975 г. Ре- 
актины для обнаружения следов 
стероилов с применением ДЭЗ 
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Околчание тайа. 6-26 


М№М-метокси-№.О-бистриметилсилиял карбамаг (В5МОС) Разработаи в 1986 г. лля олновре- 
мениого силилирования гилро- 
№ 5 ксилыших грун и дериватизации 
те нс ењ А оксогрупи 
[= в о сњ, 


он сњ 


Ацилирование. Этот способ дериватнзацин широко иснользуется в ХТА для определсния 
веществ, имсющих свободную гидроксилыую (фенольную илн спиртовую) грунпы. а также 
ароматичсскую нли алифатическую аминогруииу. Определение наркотиков (амфетамины, опи- 
аты). стероняов многих других вешеств осуществляется с применением ангидрилов или пср- 
фторангидридов уксусной. проппоповой вли масляных кислот. Производные фторированных 
кислот имеют большое сродство к электронам и поэтому опрелеляются ДЭЗ с высокой чувс- 
твигельностью. Преимуществами рассматриваемых реактивов являются простота выполнения 
реакиии. значительное улучшение хроматографических свойств зналигов и дешевизна реакти- 
вов. Однако обработка этимни реактивами веществ, в химической структуре которых имеется 
песколько реакнионноспособных заместителей. может привести к частичной дегидратации и 
(или) пиклизации нескольких молекул зналита, что скажется на результатах количественного 
определения. Иногла ангилриды кислот заменяют хлорзигилрилами или другими веществами, 
способными выделять ацильный фрагмент 

Присутсгвие в анализируемой пробе всщесів. способных к переэтерифнкании других ком- 
попентов смеси. приводит к неправильной интерпретапии полученных результатов. Нанример. 
анетилсалициловая кислота. которая легко, особсино при нагревании. анетилируст гилроксиль- 
ные и аминогруппы. Так. в незаконном обороте наркотиков часто встречаются смеси героина 
н ацстиясалиниловай кислоты. пробы которых при газохроматографическом и хромато-масс- 
спектральном исследованиях лают отрицательный результат на содержание морфина. кодеина 
и монозамещенных морфина. В то же время при исследовании этих же образцов методами 
ТСХ и ВЭЖХ метаболиты указанных наркотиков однозначно определялись. Поэгому эксиер- 
ты. нс имеющие достаточного оныта, часто лопускаюг грубейную онн®ку при инлерирстации 
результатов исслелования смеси ацетилсалиииловой кислоты с наркотиками. особению часто 
при онределении амфетамина или сго аналогов, делая не соответствующее действительности 
заключение об отсутствии в пробе контролирусмых веществ. 

Апетилсалициловая кнслота легко взаимодействует со спиртамн. при этом получаются 
не анстильные производные. а салицилаты аналитов. Эта рсакиня легла в оспову методики 
разделения метилового и этилового сниртов. При лобавлеини в их смесь раствора ацетил- 
салициловой кислоты и разогретом инжскторе образуются метил- и этилсачицилаты. кото 
рые на капиллярных колонках в условиях. полобраинных для анализа наркотиков. надежно 
разделяются. Этот полхол часто используется в тех лабораториях. которые не занимаются 
анализом низкомолекулярных веществ, и поэгому неренасгройка приборов на их исслело- 
вание неоправланна экономически. требуст отвлечения от основной работы специалистов и 
оборудования. 

10—15 лег назад в практику газохроматографического исследования воиии леривагизирую- 
ние реактивы на основе метил- или этилхлорформната (МСЕ нян ЁСЕ соответственно). ко- 
торые быстро и олновременно лериватизируют как амино- и гилрокси-. так и карбоксильные 
группы аналита. 

Кроме рассмотренных выше. известно большое число способов химической молификации 
аналитов, которые используются в ХТА нри газохроматографическом исследовании. Нанример. 
при определении веместв из группы бензодназенинов широко применяется кислотный гцаро- 
лиз. в результате которого образуются обладающие хороншми хроматографическими свойства- 
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ми бепзофсноны; при исследовании в биологических объектах оксимаслянной кислогы часто 

прибегают к нерсволу ес в у-бутиролактон, который затем количественно определяют. 

Дериватизация позволяет применять газовую хроматографию лля опрелеления в биологи- 
ческих объектах ряда металлов в инде их литизонатов. При этом эксперты имеют ииформацию, 
которую трудно или дорого получить лругими методами (см. гл. 8.5). 

Заключение к разделу дериватизация. После инрокого введения в практику аналитической 
химни в 60-х голах ХХ века силилирующих реактивов лля газовой хроматографии. они повсе- 
местно стали рассматриваться как основные реактивы лля молификации полифункниональ- 
ных веществ. Всех привлекало то. что молифинирование осуществляется в одии — два этапа. 
В 90-х годах ХХ века хпорформиаты (сложные эфиры хлормуравьиной кислоты) стали впервые 
использовать как лериватизируюшис реактивы. Этот новый класс мо!иных лериватизирующих 
реактивов имест рял преимушеств: проведение реакиии в волиой среде. совмещение несколь- 
ких стадий пробоподготовки в олну. что значительно спижаст время проведения исслелований. 
В современпом приборостроении отчетливо наблюластся тенаениня к полной автоматизации 
всех этанов исследования. так что следует ожидать появления новых резктивов и оборудования 
аля лериватизании. 

Количественный газохроматографический анализ 

Хроматограмма представляет собой графическое изображение зависимости концентрации 
компонентов смеси в газе-посителе на выходс из колоики от времени. Хроматографический 
пик, соответствующий инливилуальному компоненту иробы. огражаст изменсвие во времени 
кониентрации этого компонента в газс-иосителс на выходе из колонкн и можст быть оха- 
рактеризован рялом нарамстров: высотой пика (В); произведением высоты пика В на время 
удерживаивя Т или пропорциональное сму расстояние на хроматограмме от момеита ввола 
пробы до регистрации максимума пика: площадью пика (А) или величииами. приближенно 
характеризующими ее значение. 

Установлено, что для хроматограммы, полученной в илсальных условиях. применение лю- 
бого из указанных параметров лля количестветиых определений лолжно давать одинаковые рс- 
зультаты. Поскольку реальные хроматограммы получаются в условиях, далеких от идеальных. 
го в зависимости от конкретных условий анализа и ирименяемого оборудования ценность того 
или иного параметра пика может окззаться различной. 

Критерии выбора параметра пика. на основании которого ироволизся количественное он- 
ределенис. 

• Простота и точность измерения параметра. Так. полная плошаль пика в болынинстве слу- 
часв являстся присмлемым параметром. Однако измерение площали на реальных хроматог- 
раммах обычио сопряжено с болыцими затратами труда и времени либо требуст применения 
сисинального оборудования, стоимость которого соизмерима со стоимостью хроматографа. 
Поэтому такой параметр стараются заменить лругим. 

» Линейность связи значения параметра с количеством соответствующего ему вещества (ли- 
исйность иарамегра). Связь значения парамегра с количеством комионевта в пробе должна 
быть максимально близка к линейной. по крайней мере, в прелелах изменения концеитра- 
цин опрелеляемого вещества в смссях, лля которых мстолика ирслиазначсена. 

» Устойчивость параметра к изменению условий определения. Численное значение нарамстра 
ника определяется ие только количеством всшества. которому этот иик соотвстствуст, по 
н условиями определения. в когорых он получен. Чем меныие влияют условия па пара- 
метры пика, тем належнее результаты. При этом особенно важны те условия опредсления, 
которые влияют одновременно и на работу хроматографической колоики. и на работу 
детектора. 

Высота хроматографического пика (й). Ча возможиость использования высогы хроматогра- 
фического ника для провелепия количествеииюто опрелеления вешества влияют слелующис 
факторы: 

• флюктуации температуры колонки изменяют распределение коииентрации вешсства в газе- 
носителе, в результате чего может изменяться как абсолютное. так и относительное значе- 
ние пысоты пика при работе с любым детектором: 

• флюктуации скорости потока газа-посителя. очевилно. не скажутся на абсолютных и от- 
посительных зиачениях высоты пика при работе с кониситрациоиным детектором; при ис- 
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пользовании потокового дсчектора булут меняться как абсолютные. так и относительные 

значения этого параметра: 

• высота пика весьма чувствительна к перегрузке колонки: линейная связь между количеством 
ввелсиной пробы и высотой ника нарушается. ссли вволимос количество пробы сушествен- 
но больше лопустимого для конкретной хроматографической системы; при использовании 
для количестиениого определения абсолютного значения высоты пика нсобходнмо строго 
стабилизировать условия анализа. 

Высота пика является наиболее легкоизмерясмым параметром. особенно ири использова - 
нии приборов без устройств для обработки даниых. Случайные ошибки. связанные с измере- 
нием на хроматограмме. как правило. минимальны. Высоту пика рекомеплуется применять в 
следуюших случаях: 

е при работе с хроматографом. обсспечиваклним хорошую стабильность условий опрелеления 
и высокую гочносль заланных темиературы и скоросги потока газа-посителя; 

• при определении сходных но составу проб и работе на пепрерывно включенных приборах. 
например автоматических хроматографах. установленных в потоке или производственных 
лабораторнях при круглосуточиом режиме; в этом случае линейность параметра достаточно 
велика. поскольку пределы изменения содержания комнонентов незначительны; 

•е при выполиснии экспрессных определений. когда имсется возможность повторить измере- 

МИЯ. вызывающие сомисния; 

сели есть возможность точно дозировать профу: 

если легко выполиить и проверить калибровку прибора; 

ири расчете хроматограмм, солержаших илохо разпелсиныс пики; 

для приближенной оцеики результагов. 

Высоту пика пе рекомендуется применять в следующих случаях: 

сели калибровка прибора затрулисиа: 

при непользовании потокового детектора. если скорость потока газа-носителя задается и 

поддерживается недостаточно точно. 

Произведение высоты пика на время удерживания или расстояние. ему пропорционельное (1). 

Флюктуации темисратуры и скорости потока газа-носигеля воздействуют на этот параметр 

аналогичио воздействию на высоту иика. 

При использовании произведения №1, как и при любых количественных измерениях. требу- 
ется калибровка летектора по инливидуальным соелинепиям. Следует отметить. что по различ- 
ным причинам эти калибровочные коэффициенты отличаются от коэффициентов. получениых 
при использовании плоигалей пиков. 

Измерения. необходимые ляя вычисления произвеления высоты вика на время удерживи- 
ния, легковыполпимы и хорошо воспроизводятся. 

Проволить количественное опрелелсецие на основс этого параметра рекомендуется в следу- 
ющих случаях: 

» для расчета хроматограмм. в когорых высота ника ис искажена соседними пиками, в том 

числе хроматограмм с нс полностью разделенными пиками; 

при использоваиии летсктора по теплопроводности или лругого кописитрационного детектори: 

для расчста ников с малой высотой (болес точного, чем но высоте пика); 

для расчета узких пиков. мапример в капилляриой хроматографии: 

для повгоряюіиихся анализов. выполиясмых нерегулярно. 

Данный параметр не рекоменлуется использовать в слелующих случаях: 

є ссли есть основания преллолагать ислипейпость изменения высоты ника вслелствие пере- 
грузки колонки или детектора п сочетании © потоковыми детекторами; 
при аиализе с программированиием температуры: 
при оирелеленни вешеств с очень малым или очень большим временем удерживания; 
при анализе смесей. лающих па хроматограмме ники. сильно различающиеся по высоте. 
Расчеты без применения калибровочных коэффициентов при использовании этого нарамет- 

ра могут давать очень большие ошибки. Примеиение калибровочных коэффициентов. пзятых 

из литературы лля количественных расчетов, также приволит к ошибкам. 

Площадь храматографического пика. Влияние изменения условий хроматографического раз- 
деления на илошаль пика сводится к следующему: 


Методы определения токсикантов в биосредах 379 


• флюктуации темнературы не искажают влошаль ника при работе с детекторами обоих ти- 
пов; 

• флюктуашии скорости потока газа-посителя при иснользовании концентрационных детек- 
торов могут искажать как абсолютные. так и относительные значения площади ника; 

• персгрузка колоики. если она не ухулшает разлеления до ислоиустимых пределов. нракти- 
чески пе влияет на илощаль пика. 

Плошаль пика лля детекторов. иснользуемых в количественной хроматографни. янлястся 
универсальным параметром. применимым во всех случаях. когда отсутствуют необратимые 
процессы в колонке и когда детектор работает в области нормальных рабочих условий. Приме- 
пение потоковых летекторов ири иснользовании площади пика прелпочтительнсе. 

Изменение высоты инка составляет ().3-—0.95 при изменении температуры колонки на } °С. 
Точность 2% при использовании метода абсолютной калибровки по высоте пиков может быть 
лостигнута только при стабилизации температуры с точностью ло 0.1 °С и скорости газа-поси- 
теля ло | мл/мин. Трудно получить результаты с относительной погреишостью менее 2.8— 3,2% 
при кониентраиии компонента в иробе 1—29, если в качестие џараметра пика исиользустся 
сго высота. 

Метолы количественного анализа. В основу количественных методов газовой хроматографии 
положены два лопмиения: введенная в хроматограф ироби имеет лог же состав. что и анализи- 
руемый раствор: количество 1-го компонсита в пробе пропорционально высоте или плошали 
этого комнонснта на хроматограммс. 

Из этих лвух лопушеинй следует урависиие, связывающее концентрацию вещества і в ана- 
лизнрусмом растворе С, с парамстром сго пика на хроматограмме Х, и размер пробы д: 


Величина К, называется абсолюгным калибровочным коэффиниентом. Физически эта вели- 
чина означаст количество компонента і. соответствующее единице параметра пика Х. Обычно 
К — величина неностояниая, зависящая от условий хроматографирования и летсктирования. 
а также абсолютного количества вещества і. ностунающего в детектор. Если детектор работаст 
липейно. К, ис зависит от д, и при соблюдсиии постоянных условий хроматографирования и 
истсктирования может считаться постоянной величиной лля данного вешсства. 

Абсолютный каянбровочный коэффиниенг обратио пропорнионален чувствительпости де- 
тектора. по. в отличие от исе. учитываст также конкрстиые особениости мстодики. Он имест 
размерность, которая определяется используемыми сдипицами измерения парамстра пика и 
количества вешества. 

Залачей количествениого анализа являстся опрелснение коннеитрации анализируемого ве- 
шества в пробе. Непосредственно хроматографировапие знализируемого раствора позволяет 
опрелелить лишь значение параметра пика Х.. Величину К, определяют путем хроматографиро- 
нзиия растворов смеси с известным количеством вошества |. 

Методы количествениого анализа различаются нрисмами. используемыми лля нахождения 
количества вечиества. Наиболынсе применение на практике нашли мстод абсолютной калиб- 
ровки. метол станлартной добавки. метол виутреннего станларта и метол пормиронкн. 

Метод абсолютной калибровки. При работе по метолу абсолютной калибровки в хроматог- 
рафическую колопку вводят известные количества вешества и рассчитывают плошаль нолучае- 
мых хроматографических пиков. По полученным данным строят график зависимости плошали 
пика от количества вошества. 

Недостатками метода являются трулоемкость. обязательное наличие чистых исследуемых 
соединений; отсутствие учета влияния дру их компонентов. присутствуюших в пробе, на пара- 
мстры пика исследуемого сослиисния. 

Метод стандартной добавки, позволяющий учесть влняние матрицы, заключается в том. что 
к анализирусмой смеси лобавляют различные известные количества того компонента (в чис- 
том виде). содержание которого слелует опрелслить. По полученным дапным строится график 
зависимости плошали пика от количества лобавки. Солержание компонента в исходной анали- 
зирусмой смеси соответствует площали. опрелеляемой экстраполянией на нулевую добавку. 
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Второй вариант этого метола — расчетный. Для получепия результата измерения этим мо- 
толом пеобходимо записать хроматограммы двух проб: исходной и исходной с добаилением 
известного количества определяемого компонеита. 

Обязательным условием лля использования мстола лобавки являстся лиисйное изменение 
показаний детектора при изменении концентраици компонснта в пробе за счет внесения ло- 
бавки. 

Метод внутреннего стандарта оспован на том. что к анализируемой смеси добавляют оире- 
леленпое количество вещества. которое не входит в состав анализируемой смеси. Определястся 
отношение плошалей пиков компоиеита и введенного стандарта и, используя нредварительню 
полученную зависимость отношения плоалей пиков от отношения весовых количеств этих 
компонентов в модельной смеси. определяется солержание анализируемого комноиеита. 

Понравочный коэффициснт. который определяется отношением плошадей измеряемого 
вещества и стандарта, должен оставаться псизменным лаже при изменснии условий хроматог- 
рафирования и детектировация, ссли. коиечно. эти изменения ис вызвали нармшения линей- 
ности работы детектора и в качестве параметра пика было использовано истинное значение 
площади. 

Метод пормировки. В этом мстодс сумма площадей всех хромагографических инков анали - 
зируемой смеси приравнивастся к 10% и по величинам площалей отдельных компонентов оп- 
ределяют их процентное содержание в анализирусмой смеси. Таким образом. отот метод иоз- 
воляет установить лишь относительное содержание компонентов в разделяемой смеси. Кроме 
того. всс компоненты емеси должны давать хроматографические инки. Наличие нсхромато- 
графирусмых веществ приводит к серьезным ошибкам количественного оирслеления. 

Современное состояние и перспективы развития газовой хроматографии в ХТА 

Метод газовой хроматографии постояино развивается, ноявляюгся все новые направлення 
его применения, растут селективность и чувствительность определения. появляются новые 
материалы, колопки и реактивы. В этом разделе рассматриваются только нскогорые из перс- 
исктивных направлений. 

Быстрая капиллярная хроматография высокого разрешения. С появлением капиллярной хро- 
матографин созлалась ситуация, коша эффективность колонки в большинстве случаев настоль- 
ко превосходит нсобхолимый для решения конкретной аналитической задачи нрелел. что это 
приводит к неоиравданному увеличению времени ировеления исследований. Сократить его без 
потери эффективности проше всего лвумя путями: уменьшением ллины колоики и увеличени- 
ем линейной скоросги газа-носителя. 

Ускорить анализ позволяют разработки последнего времени — поликапиллярные или мно- 
гокапальные колонки, а также флеш-хроматография. при помощи которой па стандартных 
колонках улаегся осуществлять разделение нешеств в 6— 10 раз быстрее. Для этого применяется 
сверхбыстрая скорость нагрева колоики до 1200 °С в | мии. 

Еце олиим способом уменышсния времени анализа является использование сверхтонких 
колонок. Разрешающая способность колонки ллиной 10 м и впутрениим дмамстром 0.1 мм 
равиа разрешающей способности колоцки длииой 25 м и виугрениим лиамстром 0,25 мм. Оя- 
гимальные условия разделения па короткой колонке нозволяют проводить исследования слож- 
ных смесей в несколько раз быстрее. Такис колонки имеют преимушсства в чувствительности 
нри работе с потоковыми детекторами. Для достижения всех возможностей. предоставчяемых 
ими, требуется сонремениое оборудование с повышенной частотой сбора данных, эффектив- 
ной печью. обеспечивающей скорость нагрева колонки ло 100 °С в | мии. стабильным и вос- 
производимым электроиным расхоломером газов. а также современным устройством для ввода 
образнов. позволяющих дозировать образны при лелениях потока !/500 или 1/1000. Такими 
характеристиками обладают современные хроматографы вслуших отечественных и зарубежных 
приборосгроитсльных фирм. 

Системы фиксированного времени удерживания. Разработка таких систем стала возможна 
только после введения в ирактику капиллярной хроматографии оборудования с электронным 
пненматическим управлением расходом газа-носителя. улучшенным контролем над температу- 
рой колонки и колонок со стабильными свойствами. воспроизволимыми от партии к партии. 
Основываясь па этих достижениях. в настояшее время активно создаются системы. н которых 
удается так устанавливать и поддерживать рабочие характеристики оборудования. что ошибкой 
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измерения времени удерживания как па кажлом конкретном приборе. так и на разных. можно 
пренебречь. Другими словами. с такими системами можио использовать абсолютиос время 
удерживания лля идсигификании вешеств вместо относительного времени удерживания. При 
этом и абсолютное. и относительно время будет олинаково па всех приборах с такими систе- 
мами, как бы далеко они друг от друга ни располагались. 

В основе рассматриваемых систем лежит оирелслепис и иивслирование инливилуальных 
флюктуаций свойств коикретной хроматографической системы. возлействиоших на время 
удерживания. Кажлая фирма-производитель современного хроматографического оборудона- 
ния, используя своп полходы. предоставляет хроматографисту определениые возможности. 
Например. фирма «Алжилсит Тек.» (США) предлагает сисниальную программу лля нодключе- 
ния уже разработанной конкрегиой меголики определения к сисгеме фиксированного времени 
удерживания (Веспиоп Тите оске — КТІ). Для этого в хроматограф вводится смесь иселе- 
мемых вешеств и проводится ее анализ в идеитичных условиях. за исключением давления на 
вхоле в колоику. которое устанавливается равным уже выбранному оптимальному давлению. 
а также отличающимся ог него па 10 и 20% в ту или ииую стороны. Таким образом, после 
\ определений устанавливается влияние лавления на время выхола одпого из пиков смеси. 
чаше иссго в ХТА используют лля этого внутренний стандарт (подробнее см. гл. 8.1. и 8.2). 

Более общий и простой в исполнении способ прпеллагаст фирма «Термо Электрон Корп.» 
США). При установке колонки проводится тестирование ее параметров но разработанной 
фирмой программе. которая жестко вписана в намять хроматографа. В результате в базу дан- 
ных хроматографа заносятся все необхолимыс сведения о колонке н ес свойствах. 

Использование системы фиксированного времени улерживания в том или нном виле чрез- 
вычайно упрощает рабогу аналитика. Огкалиброванное оборудовиние способно выявлять па 
раиних сгалиях псобратимые загрязнения колонки и потерю ее работоспособности. В болыней 
степеня этот метод важен при использовании комбинированных методов капиллярной хро- 
магографин со спектральными мстолами. например ГХ-МС. ГХ-ИК-Фурьс-сисктромстрии и 
(или) ГХ-УФ-сиесктрометрии многоколоночных приборов. 


6.3.4. Высокоэффективная жидкостная хроматография 


Великие возможности приходят ко всем. 
но многие даже не знаюг. что встретились с ними. 
№. ЧУэннике 


Жидкостная хроматография представляет собой хроматографический Метод, в котором под- 
вижной фазой является жидкость. В ХТА используются следующие виды жидкостной хро- 
матографии: пяанарная (тонкослойная), бумажная н колоночная. Последияя донолнительно 
подразделяется но своим конструкгивным особенностям на отрытые системы и замкнутые 
системы. 

Пол отрытыми систсмами чаще вссго полразумсваюгея стеклянные трубкі» нли колонки. 
заполненные сорбентом с лнаметром частиц более 30 мкм. через который самотском или пол 
лействнем пониженного давления после колонки пронускастея жидкая фаза. 

Закрытая система. Зиачительного увеличения эффективности добиваются уменьшением 
диаметра зерен нсполвижной фаза ло И) мкм и менее. При этом возрастает сонрогивление 
колонки. что требуст подключения к оборудованию спепиальных насосов для формирова- 
ния истока подвижной фазы. Описанная закрытая система дала название мстолу: жилкост- 
ная хроматография высокого давлення или высокоэффективная жидкостиая хроматография 
(ВЭЖХ). 

В отличие от газовой хроматографии в ВЭЖХ селективиость мстола определястся взаи- 
молействием вещества не только с неполвижной фазой. по и в значительной степени с пол- 
вижной фазой. Кроме того. при сравнении этих мстолов необхолимо учитывать. что газовая 
хроматография используется для разаелення и опрелеления вешесгв. которые можно без зна- 
чительных и воспроизводимых потерь неревссти в парообразное состояние при температуре 
ло 400 °С. Аналитические возможности ВЭЖХ ограничиваются растворимостью вешества в 
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полвижной фазе. В связи с этим по оценке некоторых ученых. только около 20% всех пред- 
ставляющих интересе нроб можно анализировать меголом газовой хроматографии. Однако в 
большинстве случаев эффективность каниллярной хроматографии много выше эффективности 
ВЭЖХ. Таким образом. газовая хроматография и ВЭЖХ лонолняют друг лруга и расширяют 
возможности ХТА. 

Краткая история развития метода. Начало методу жидкостной хроматографии, как и само- 
му методу. положил М.С. Цвег в пачале ХХ века. опубликовав работы по разделения пигмен- 
зов растительного происхожления. Слустя болес 20 лсг важность открытого им подходи была 
оненена после успешиюго проведения пренарагивного выделения о- и В-каротинов из мор- 
кови. осушествленного Кухном (Кира). ставшим в 1938 г. лаурсатом Нобелевской иремии. и 
Лелсрером (1.ейегег) в 1931 г. В 1941 г. Мартин (Магип) и Силж (Ѕупрс) (лауреагы Нобелевской 
премии 1952 г.) описали технику распределительной жилкость-жилкостной хроматографии. 
В 1949 г. Спидлинг (Зреё те) и Томикиис (ТотрКи$} онубликовали исрвую статью по ионо- 
обмениой хроматографии (ИОХ). В 1959 г. Порат (Рогай) и Флодин (Год) положили нача- 
ло гельпроникакицей хроматографии. Первые статьи по ВЭЖХ были опубликованы в 1966 г. 
Принципиальные разработки в области создания новых неподвижных фаз, детекторов, насо- 
сов, дозаторов и прочего оборулования приходится на 79—80-с годы ХХ века. С этого момента 
бурно растет спрос на резульгаты, получаемые с применением ВЭЖХ. привелний к тому. что 
она в настоящее время стала самым широко распространениым методом вылеления. очистки, 
эффектинного разделения и определения вешеств. 

По результатам исслелований с использованием ВЭЖХ, за послелние 35 лет издано более 
800 книг; с 80-х годов ХХ века ежегодно проволится более 20 крупных международных сим- 
позиумон; с 2005 г. ежемесячно издается 12 снециализированиых междуиародиых журналов. 
Нескольким группам ученых в разное время за разработки в этой области была присуждена 
Нобелевская премия. В конце ХХ века парк жидкостных хроматографов только в США пре- 
вышал 100 000 елиниц. Оборот ириборостроительных фирм во всем мире ежегодно составляет 
несколько миллнардов долларов США. 

Эфрективность разделения в жилкостной хроматографии. так же как в газовой. опсипвается 
уравнением Ван-Деемтера. Однако коэффициент С этого уравнения. который значительно 
увеличивается при возрастании скорости пожока газа-ностителя в газовой хроматографии. в 
ВЭЖХ имест важное значение из-за того. что коэффициеиты диффузии вошссув в жилкой 
фазе значительно ниже. чем в газовой. Отсюда чем меныне коэффициент массопереноса (С). 
тем лучшими разделительными свойствами облалает колонка для ВЭЖХ. Низкие коэффици- 
енты диффузии, кроме того, снижают но сравнению с газовой хроматографисӣ значимость для 
эффективности разделения коэфхринисита В того же уравнсния. который уменьшается с увсли- 
ченисм линейной скорости потока нолвижной фазы. Коэффициент А уравиения Ваи-Деемтера 
зависит не от скорости полвижной физы. а от размеров частийи неполвижной фазы. который 
в жидкостной хроматографии и особенно в ВЭЖХ, имеет важное значение. Чем меньше эти 
размеры. тем меньше ВЭТТ или больше число ТТ иснользуемой колонки. Как раз затруднения 
в изготовлении малых частиц неполвижных фаз, обладающих воспроизводимыми свойствами, 
слерживало развитие ВЭЖХ до середины 70-х годов ХХ века. Наименыцим из лоступных в 
насгоящее время зериением для сорбентов в ВЭЖХ являются носители с диаметром зерен 
1.5 мкм. а обшепринятыми считаются сорбенты с зериами диаметром 3. 5. 7 и И) мкм. Колонки 
с зернами менее 3 мкм облалнот высоким сопротивлением погоку полвижной фазы и рядом 
пругих недостатков. олнако все больше становятся популяриыми короткие колонки длиной 
ло 2 см с зернами неполвижной фазы диаметром 1.5 мкм. Они облалают высокой эффек- 
тивностью. малым временем анализа и очень малым расхолом растворителей. состайляющих 
подвижную фазу. На рис. 6-53 показано влияние величины зерен неполвижной фазы на эф- 
фективность колоики лля ВЭЖХ. 

Внутренний диаметр колонки, связанный с величиной зерен сорбента. лежит в оспове часто 
употребляемой в научной и методической литературе классификации гипов колонок. когорая 
привсасна в табл. 6-27. 

Оборудование для ВЭЖХ. сто конструкция и материалы. из которых выполнены отдельные 
части оборудования. оказывают значительное влияние на получаемые результаты. На рис. 6-54 
приведена схема современного жилкостного хроматографа. 
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Скорость потока 
Таблния 6-27. Типы колонок для ВЭЖХ 
Типы колонок для Внутренний лнаметр  Тиничная скорость Прямечаине 
ВЭЖХ колонки, мм ’ полвижной фазы. 
| мл/мни | 
Препаратинные До 100 Более 5 Зернение поситедя 10—50 мкм: 
| алина может походить до 600 мм 
Обычные 3.9—&.0 }.5—5.4) Диаметр 4.6 мм наиболее оптима- 
хеп с точки зрения скорости и эф- 
фективности разяелсния. смкосіц 
Т адь. колоики 
Узкие 2.1—3.9 0.5— 1.5 
Микроколонки 1.0—2,1 0.}—0.5 Низкий расход растворителей, вы- 
іопнего СС) сокая чувствигельность. особенно 
ири лимитироваивом количестве 
| образца 
Капиллярные 0.05— 1.0 0,2 — 100 Обычно изготовляются из 


исржавеющей стали с внутрениим 
покрытием из стекло или плавле- 
ного снликагеля 


Всс части хроматографа лля ВЭЖХ соелиняются трубками. чаше всего изготовлениыми 
из политстрафторэтилена (РТЕЕ) и внутрениим диаметром 2—4 мм. за исключением трубок. 
соелиняющих устройство для ввода образцов. колошку и детектор. Оии соелиняются толстен- 
ными капиллярами из исржанекиней стали с внутренним диаметром 0,25 мм или каниллярами 
из полиэфирного кстона (РЕЕК). Основными требованиямн ко всем соединительным устройс- 
твам хроматогрифа являются их инертность и мипимизапия виугреннего объема по избежание 
потери эффективиосги. 

Требования к смкостям лля растворителей, составляющим мобильную фазу. лостаточно про- 
сты. Для разных по своим свойствам растворителей нужиы отдельные смкости. чаше всего из 
темного стекла. Они не должны солержать посторонние включения. в том числе газы. способные 
при стоянии собираться в пузырьки. В современных приборах имеются специальные системы 
легазаиии (легазатор) мобильной фазы или се компонентов. Станлартные хроматографы прелус- 
матривают возможность олновременного использования ло 4 разных компонентов мобильной 
фазы. Насос иредставляст собой одну из основных частей хроматографа лля ВЭЖХ. С его помо- 
шъю фюрмирхется и поллержинастся скорость лвижения подвижной фазы через колонку. 

Хорошим насосом лля ВЭЖХ считается такой. который можст обеспечивать поток жилкости 
от (.5 до 10 мл/мин при максимальном давлении 400—500 атм с точностью установки расхода, 
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Рис. 6-54. Схема жилкостиого хроматографа (Г.М. Барим. 2005). 


превынающей 0.5%, п флюктуациямн потока менее 0.1%. Современные насосы должи иметь 
сислемы предунрежлення слишком низкого или слишком высокого лавления. их несправнос- 
ти. а также колонки или системы контроля сжимасмости подвижной фазы. Насосы лолжны 
легко разбираться и собираться. быть химически инергиы, во время работы не должны нагре- 
ваться их части, соприкасающиеся с подвижной фазой. во избежание образования пузырьков 
газа илн пара. а также но возможности бесшумны. 

Все насосы лля ВЭЖХ полразлеляются на два типа: насосы постоянного лавления и насосы 
постоянной скорости. Большинство современных приборов оснашено насосами. обеспениваю- 
ними постоянную скорость лвижения полвижной фазы иезависимо от сопротивления колон- 
кн. Такими свойствами облачают инпринцевые и плунжерные конструкции. 

ПШнврицевые насосы но сути нрелставляют собой большой ширип. который позирует фазу в 
колонку. В таких насосах во время набора инрицем фазы лвижение ее через колонку приос- 
тапавливается, требустся длительное время лля смены подвижной фазы: для обычной хрома- 
тографии требуются лвигатели большой мощности, для гого чтобы с очень большим усилием 
обеспечить движение поршия. а также большие габариты. В мастояшсе время они практически 
не применяются в ВЭЖХ. за исключением отдельных случасв. Например. такими насосами 
оборулуются отсчественные хроматографы «Миллихром А-02» ЗАО «ЭкоНона» (Новосибирск). 
работающие в микроколоночиом режиме. 

Подавляющее большинство современных хроматографов оснащено плунжерными насоса- 
ми. в которых поток фазы обеспечивается возвратно-поступательными движениями плунжера 
виутри рабочей головки насоса. Для обеспечения стабильности расхода обычно применяют 
насосы с 2. 3 головками или 4-головочные системы. Насосы этого тина обеспечивают посто- 
янную объемную подачу нолвижной фазы длительное время. Максимальное рабочее давление 
300—500 атм. расход 0.01—10 мл/мин. Восиронзводимость объемной подачи 0,5%. Основной 
нелостаток — растворитель подается в систему в виде ссрии послелдоватевьных имиульсов. 
поэтому сушествуют пульсацин давления и потока. Для уменьшения этого используются спс- 
циальное устройство — лемнфер. 

В современной ВЭЖХ поток полвижиой фазы формируется на основе двух подхолов: изок- 
ратического. при котором состав и лавление полвижной фазы во время анализа остаются пос- 
тоянными, и градиентного. при котором во время анализа состав. а следовательно элюируюшая 
сила изменяется по заданным параметрам. 
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Рис. 6-55. Схема дозирования образна с применелием дозирующей петли (Г.М. Барам. 2005}. 


Устройства для ввелсиня пробы для ВЭЖХ оцениваются по тем же параметрам. что ана- 
югичные устройства лля других видов хроматографии. Самое осиовное из них то. что со- 
став пволимой пробы лолжсн подиостью соотвелствовать исхолиому образиу. а зона вводимой 
пробы лолжиа быть как можно Уже. чтобы не уменышить эффективность системы. В ВЭЖХ 
используются лва вила устройств ввеления пробы: шприцы и лозируюшие нетли. Особеинос- 
тью лозируюших систем в ВЭЖХ являстся высокое лавленис в системе. которое необходимо 
зреололеть в процессе дозирования. 

Техника введения образиов шприцем в ВЭЖХ аналогичиа таковой в газовой хроматогра- 
фии. Из-за болышой вероятности закупоривания иглы ширин кусками эластичной мембраиы 
и невысокой воспроизволимости дозирования по сравнению с другими способами использова- 
ние ширинев в ВЭЖХ широкого распространения пе получило. 

Дозирукиине петли в жидкостной хроматографии являются основным способом ввеления 
пробы. При этом способе используются приспособления, прелставленные на рис. 6-55 

Как вилно на рисуике. дозирование осуществаяется с помошью 6-холового крана и лозиру- 
юшей петли строго опрелеленного объема. На первом этапе дозирования при помощи ширина 
пробой заполняется лозирующая петля. После этого происходит переключение потока под- 
вижной фазы. которая переносит образец в колонку. Олповременно петля промывастся чистой 
полвижной фазой. После обратного переключения крана устройство готово к новому дозиро- 
занию. Особенностями такого устройство являются высокая точность и воснроизволимость 
зюзирования образца. легкая автоматизания пропесса. Сейчас коммерчески доступны петли с 
внутренним объемом от 0.2 мкл до 5 мл и болсс. 

Колонки для ВЭЖХ обычио изготовляют из нержавеющей стали. Внешний инд колонок 
показан на рис. 6-56. Внутренняя поверхность колонок обычно полируется для уменьшения 
взаимодействия ее с компонентами смеси и полвижной фазы. 

Наиболес инсртная новсрхиость имеется у стеклянных колонок. Олнако закис колонки не 
вылерживают давления, которос обычио используется в ВЭЖХ. Для повышения рабочсго дав- 
жния колонок их убирают в стальную оболочку. При иселедовании лабильных биологических 
объектов широко используются колонки, изгоговленные из РЕЕК материала. 

В ВЭЖХ часто осуществляется термостатираваиие колонок лля получения стабильных и 
воспроизволимых результатов. 

Детектирование выходящих из колонки вешеств в ВЭЖХ по сравнению с газовой хрома- 
тографией затрулнительно. Различия между подвижной фазой и анализирусмым вешсством 
в газовой хроматографии чаше всего настолько карлинальны, что позволяют использовать в 
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ХТА универсальные  детектирукииние 
системы, например детектор ионизации 
пламени или катарометр, облалающие в Зри 
данных условиях высокой чувствитель- 
иоспью. В жидкостной хроматографии, 
особенно в ВЭЖХ, физические свойс- 


зва подвижной фазы и апалита близки 9 4 
настолько, чго универсальные детекто- 
ры практически полностью теряют своп 
преимущества. Современные летскторы 
для ВЭЖХ облалают высокой чувстви- 
тельностью н достаточной селективнос- 

тью лля решения широкого ряда задач 

ХТА. В табл. 6-28 представлены харак- 

теристики детекторов для ВЭЖХ. Рис. 6-56. Виешиий вил колонок для ВЭЖХ. 


Таблица 6-28. Характеристики летскторов лля ВЭЖХ 


Детектор Тип Максимальный Предел об- Чувствителен к 
линейный дизназон иаружсния, изменениям 
Ч. же ыы Им. 
‚ УФ-спектрометр Сселекгивцый 10" Н) ` Ни Давяення. 
температуры _ 
Диозная матрина (РАБ Селекининый К Менсе Потока, 
210 давления, 
температуры 
| Флюоресцентный Селсктивный 102. 0“ Менее Потока, темпера- 
10° уры _ 
Быстроскавирующий Сслективный 0 Менес Потока. 
УФ-дстектор (Е50) 10* температуры 
Амперометгрический Селективиый 10" и) Погока. 
температуры 
(1.5826) 
И К-Фурье-дстсқтор Селектнвный ие 10 Иотока 
Масс-селективпый Универсальный 12—10 Менее Позока 
10 


Для сравнения детекторов разных произволителей пользуются параметрами. характеризу - 
юшими эксплуатаниониње характеристики оборулования: линейность. шум. чувствительность 
и отклик. Современнсе детекторы лля ВЭЖХ характеризуются высокой чувствительностью и 
низким пределом детектирования. хорошей селективиостью; высоким быстродействием, ши- 
роким днапазоном линейности и належностью. достоверностью и улобством в работе. Опреле- 
ление эгих параметров аналогично таковому в газовой хроматографии. Детекторы для ВЭЖХ. 
как и аля газаовой хромотаграфии. делятся на кониентранионные и потоковые. Но в жид- 
костной хроматографии тин детектора устанавливается проще. чем в газовой хроматографии 
Для этого достаточно остацовить поток фазы в момент выхода хроматографического пика. 
У коицентранионных летскторов интенсивность сигнала не изменится. 

УФ-детсктор с фиксированной длиной волны чаше всего применяется в ХТА. Его преимушест- 
вами являются простота в работе, пысокая чувствительность н селектнииость. Этот детектор неле- 
структияен. являстся концентрационным и хорошо полхолит пля препаратинной хроматографии 

В основе работы такого детектора лежиг ноглошение света вешеством. которое солержится 
в элюате. выхолятем из колонки. Поглошеиие пропорционально коннентрании анализа в подз- 
вижной фазе (С) н длине оптического пути в измерительной ячейке детектора (1). 


1921.//1=ЕЁС. 
гле Г, — иненсивносль света, промедиюто через ячейку без аналита; //1, — пропускание: 
Е — мольный коэффициент поглошения. 


Методы определения токсикантов в биосредах 387 


А В 
Лампа \ Фотоприемник 
Элюат 


Рис. 6-57. Схема работы олнолучевого фютометра (Барам Г.М.. 2005). 


На рис. 6-57 показана схема простейшего фотомстра. Эяюат из колоики попаласт в изме- 
рительную ячейку летектора. через которую пропускается сист определенной длины волны. 
В варианте А поглошение света обусловлено поглощением подвижной фазы. В варианте В па- 
блюдается уменьшение интенсивности света в момент выхола из колонки вешества. 

При работе с этим детектором следует иметь в виду. что его отклик полчиияется закону 
Бмсра—Ламберта—Бесра пе всегла. а только при провслении измерений на максимуме хрома- 
тографического вика и ири условии мопохроматичности источника света. Такие требования 
трулновыволнимы в реальных условиях. особенно пири работе с концентрированными раство- 
рами или сильнозагрязненными экстрактами из биологических объектов. Данпос положение 
настолько серьезно влияет на получаемые результаты. что в некоторых случаях норматив- 
ной локументацисй вволятся иредельные значения интенсивности поглощения, выне которых 
проводить количественное опрелелепие ис рекомендуется. Это значение в больнюй степени 
зависит от использопаниого оборупования. Обычно оно устанавливается равным 1 или 2 АЏЧЕЅ 
«слиницы абсорбнин полной мказы). Еше олии фактор, который следует учитывать, касастся 
поглощения света компонентами подвижной фазы. которое в отлельных случаях может быгь 
значительным. 

Непремениым условием для усисшного определения аналига с помошью данного летскто- 
ра является наличие в нем хромофорот. В какой-то степени расширить возможности метода 
можно, применяя лериватизацию. По сути этот подхол такой же. как в газовой хроматографии 
или ТСХ. т.с. анализируемая молскула химическим путем молернизируется таким образом. 
что в итоге получаемое вещество начинает поглощать свет определенной длины вояны. При 
этом изменением хромагографических свойств аналита обычно препебрегают. В ХТА широко 
используется дериватизация аля получения сильнопоглошаюших в УФ-свете и флюореспиру- 
юших произволных токспкантов и их метаболитов с целью увеличения чувствительности и се- 

гктивности опрелеления методом ВЭЖХ. Используемые лля этих ислей рсактивы лостаточно 
универсальны и применяются для обиаружения мпогих вешес тв. 

Для увеличения ноглошепия веществом УФ-света применяют \-сукиинимилил-п-ивтрофе- 
нилапетат (Ѕ=МРА). фенилгилразин и 3.5-лиинтробеизоилхлорил (ОМВС). Требования к про- 
изволным в ВЭЖХ аналогичны таковым в газовой хроматографии: стабильность. низкий фон 
и др. Кроме указанных реактивов. используются вещества для получения фаюореспентных 
производных (см. ниже). 

В жилкостной хроматографии проволится дериватизания до разделения на колонке либо 
после разделения, но чо того. кок элюат поступаст в летсктор. Кажлый из этих способон 
имеет преимушества и недостатки. При прелколопочиой дериватизашии анализируется полу- 
ченный дериват. а время проведспия реакции и ее условия пе важны. При постколоночной 
зериватизации разлеленные вешества обрабатываются непосрелствсино на выходе из колон- 
ки. и реакция должна иройти за то время. за которое погок фазы проходит расстояние от 
колонки до летсктора. При этом ие лозжно произойти резкого уменьшения эффективности 
разлеления. 

На соярсменных приборах можио проволить исследования при длннах волн в диапазоие от 
190 ло 600 нм. наиболее часто используемыми являются 210 и 254 им. Дополнительно в них 
прелусматривается возможность осгаповки потока фазы и снятия спектра вешества во всем 
зиапазоне или его части. 
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Дифракционная решетка 
с механизмом поворота 


© 


Рис. 6-58. Схема многовоянового дезектори Фотодиод НЫ =. 
хпоматогра м «Миллихром А-092» ЗАО «Эко- Измерительная 
Нови» (Новосибирск) {Барам Г.М.. 2005). ячейка 


Многоволиовое детектирование позволяет олновременно проводить анализ элюата по не- 
скольким плинам воли па двулучевых приборах. На рис. 6-58 нредставяена схема двулучевого 
спектрометрического детектора. 

Многоволповое четектирование позволяет более точно проводить идентификацию и ко- 
лнчуоственпое определение веществ. На рис. 6-59 показан иасальный случай хромагографи- 
ческого разделения всшества. Для пдентификании ип количественного онредезения вешества 
выбраны две длины волны. соответствующие максимуму и минимуму поглощения УФ-света 
этим вешеством. При выборе аругих длин волн. например как показано на хроматографичес- 
ком пикс. УФ-спектры имеют близкую форму. зависяшую от концентрапии этого вещества 
в элюатс. 

Используя многоволиовос детекгированис. удастся созлавать экспертные системы для экс- 
пресс ныявления и количественного определения токсикаитов. Примером такого подхола 
янляется база данных «ВЭЖХ-УФ». реализованиая па отечественном микроколопочном хро- 
матографе «Миллихром А-02» ЗАО «ЭкоНовае (Новосибирск). Иа оспове этой базы с ис- 
пользованием объема (времени) удерживания и 8-волнового детекгирования уластся проводить 
идентификацию и количествениое определение нескольких сотен лекарственных препаратов. 
паркотиков. пестицидов и их мстаболитов. На рис. 6-60 показаны хроматограммы аналити- 


= Спектрофютомегрия А Хроматограмма Хроматография 
2 Спектры в точках 1, 2 и З 


210 230 250 270 290 нм Объём (Время) 210 230 250 270 290нм 


Рис. 6-59. УФ-сисктр нешсства, его хроматогрифический пик и спектры, соответствующие аналитичес- 
ким ялам воли. 


Методы определения токсикантов в биосредах 389 


сл 


р-9 


Оптическое поглощение, е.о.п. 


Время, м 
Вешество ү; 5. Спектральные отношення (5/5, ,) 
мкл  е.о.п.-мкл , — была. — 
метл | 2207 |07230 | оо | 250 |8 7 
Мезатон 618 123.53 — 046 | 023 002 | 054 | 02 0.24 | 0.0 
Лиоксилин 620) 147.01 1.05 1.71 2.51 2.20 3.19 0.26 0.27 
Тсобромни 643 423.50 0.43 0.24 0.14 9.16 0.33 0.44 1 0.01 
Сульфицил- 662 193.88 0.64 0.15 0.21 0.52 1.00 1.10 0.27 
патрий 
| 669 213.50 (3.6% 92 1.25 1.23 9.79 0.23 0.05 
Теофиллни 713 411.80 0.36 0.23 0.14 0.18 0.37 0.42 0.0 
Сулыьфазин 715 293.17 0,31 0.54 0.52 0.60 0.80 0.66 0.23 
Серотонин | 731 102.54 0,98 0.64 0.15 | 0.10 0.16 | 0,25 0.20 
Фолисвая 762 206.87 0.88 0.63 0.48 0.41 0.47 0.85 0.84 
кислога 


Рис. 6-60. Хгоматограмма апачитического раствора сравнения парапсіамола н полученные при эзом хи- 
рактеристики, заиссенные в базу данных «ВЖХ-УФ»е:; е.о.п. — едиинцы оитической плотности. 


ческого раствора сравнения парацетамола при различиых длинах воли и соо гветствукиная ему 
занись в базе данных (вылелена красным иветом). 

На рис. 6-61 представлены хроматограмма экстракта многокомпопентиого декарствсиного 
препарата селал-М. полученная с применением рассматриваемой базы данных, и результаты 
количественного определения. 

Использование в рассматриваемой базе данных комбинации хроматографического разделе- 
ния в гралиентиой микроколоночной системе с примененисм многоволнового детектирования 
позволяст быстро и достаточио надежно обнаруживать и количественно определять большое 
число токсикантов, что необходимо при решении широкого круга задач. решасмых в рамках 
ХТА. Однако следует отметить, что для проведения окончательной илентификании раздслси- 
ных везисств предоставляемой информапии ислостаточно. Для эгого необходимо привлечение 
арбитражных методов — ВЭЖХ-МС или ГХ-МС. 

Лиодная матрица (РАР) прелсгавляст собой устройство. позволяющее одновременно и с 
большой скоростью определять поглощение света в широком лнапазоне дани волн без осла- 
новки потока подвижной фазы. На рис. 6-62 показана схема такого детектора. 


390 Глава 6 


Концентрация, 
Вещество мг/мл 
(+10%) 


Сас аи 8 


0 400 800 1200 1600 мкл 


Рис. 6-61. Хроматограмма экстракта мпвогокомионентиого лекарственного иренарата селал- М. нолучен- 
ная с иримснением базы данных «ВЭЖХ-УФь. и результаты количественного опрпелеления 


Рис. 6-62. Схема летсктора на лиолной матрице и получаемая с его помошью иформация (Г.М. Барам, 
25). | — лампа; 2 — линза: 3 — заслонка. перскрынаюшая световой поток для измерения темиового тока: 
4 — проточная измерительная ячейка; 5 — дифракциониая решетка; 6 — матрица фотоанодов (линейка). 


Работа диолной матрицы основана на прохождении зуча света через измерительную ячей- 
ку, сго разложении на лифракинонной решетке и измерении получениого спектра с помошью 
елиничных умножителей. собранных в решетку. Нри этом каждый отдельный диол измеряет 
интенсивность очень узкого. 0.5—1.0 нм. диапазона ллин волн. Отличительнюй особенностью 
детектора является отсутствис в исм движущихся частей. 

Современные матрипы. которыми оспашаются хроматографы. солержат до 512 лиолов. пе- 
рекрывающих анапазон алин подн 600 им. обычно от 190 до 804 нм. При этом точность изме- 
рення длины волны обычно ненамного выше [ им. За счет уменышнения разрешающей способ- 
пости иногла увеличивают диапазон измерения до (КЮ—12® нм. Чувствительность у диодных 
матриц обычно ниже, а стоимость гораздо выше. чем у обычных спектрофотометров. 

Быстросканирующие УФ-детекторы (ЕЮ) являются относительно недорогой альтерпати- 
вой дподиой матрице. В силу своих конструктивных особсиностей такие приборы позволяют 
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скаппровать болыпой диапазон члии воли — от 190 до 800 им и более — примерно за 1 с; у 
диолной матрицы эго происходит за миллисекуилы. При пормалыюй ширине хроматографи- 
ческого пика в ВЭЖХ. составляющей около 20 с. такое быстродействие позволяст проводить. 
помимо получения хроматограмм. и другие действия, папример проверку чисто пы хроматогра- 
фического пика. 

Летектор флюоресиенции в сочетлиии с разлелением методом ВЭЖХ обеспечивает высокую 
чувствительност, и селективность определения. Метол широко использустся для опрелеления 
таких наркотиков. как ЛСД и ето аналогов. триитаминов. а при химической модификации. 
например окислении морфина тексацнаноферратом (НО калия. ряла других токсикаитов. Для 
лериватизапии вещести. солержаших в своем составе фонольные. спиртовые. амино- и кар- 
боксильные грунпы. с пелыо получения соединений. облалаюших флююрссцениией. широко 
ирименяются дансилхлорид (02М№5-СБ. 4-вромметил-7-метоксикумарин и флюорескамин. 

Начиная с 90-х годов ХХ века в анализе биологически активных веществ получила рас- 
просгранение модификания флюорссиентиого детектора — лазериндуиируемая флюоресисиция 
(ШЕ). 

ИК-Фурье-детектирование в ВЭЖХ па современном этапе развития обеспечивается либо 
путем сбора и исследования фракций. выходящих из колопки. либо с применением проточных 
кювет. В последнем случае успех опреясления зависит от болыного числа факторов. Обычно 
лостигаемая чувствительность при этом невысока. Количествениос определенис загруднсно. 

Электрохимическое детектирование являстся альтернативой оптическим методам в жицкос- 
тной хромагографии. Виды элскгрохимического анализа рассмотрены в главс 6.5. 

Применение масс-спсктральпого летсктора в жидкостиой хроматографии рассмотрено от- 
лельно в разаеле 6.3.6. 


Подвижная фаза 


К расгворизелям, составляющим подвижную фазу. прельявляются жесткие требования. без 
выполнения которых певозможно провецспие па лолжном уровне ВЭЖХ. Этим требованиям 
не всегла удовлетворяют коммерческие растворители для ВЭЖХ. Часто бывает пеобходимо 
провести их псрегонку. фильтрование или осушку. Кислород воздуха способен создавать се- 
рьезные проблемы при работе с УФ-детектором. так как он увеличивает иеспепифическое 
поглощение при 230 им. Кроме того, растворенный газ в подвижном носителе может создавал, 
трулности в работе напоса и колонок. Во избежание этого подвижную фазу пролувают инерт- 
ным газом или обрабатывают ультразвуком. 

В жидкостной хроматографии чем сильнсе растворитель адсорбирустся неподвижной фа- 
зой. тем выше его элюируюная способность. Эалюотропный ряд растворителей приведен в 
табл. 6-29. Он составлен для пормальной хроматографии. и самыми сильными элюпрующими 
возможностями в этом ряду облаласт вола. Для обрииенно-фазовых сорбентов этот порядок 
изменяется на противоположный. 


Таблица 6-29. Элюотропный ряд растворителей 


Растворитель | Полярность Растворяю- _ Лиэлектрн- Т УФ. Показатель Визкость при 


| тая сила ческая в им | преломления 25 С, 
ЕРТИП ТРЕ . константа | 4 ‚№ ма /-с 

Гепган | 0.2 0.01 1.92 195 1.385 7.40 
Гексан | 0.1 0.01 1.58 190 1.372 0.30 
Пентан 0,0 0.00 1.84 195 1.355 0.22 
Циклогексан 0.2 0.04 2.02 _ 20 1.423 0.90 
Толуол А 24 0.29 2.40 285 1.494 0.55 
эфир 2.5 0.38 4.30 218 1.350 0.24 
Бензол 27 0.52 2.30 250 1.498 0.60 
Метилен-хлорид 31 0.42 5.00 233 1.421 0.41 
1.2-Дихлорэтан 3.5 0.44 10.40 228 1.442 0.78 
Бутанол | 3.9 0.70 17.50 1 20 1.397 2,6 


Пропапол 4.0 0.82 20.30 24) 1.385 | 1.9 
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Окончиние табл. 6-29 


Тетрагилрофуран 4.0 0,37 7.60 И. 1.4455 0.40 
Этнланетат | 4.4 0.55 6.00 р 2250 | 1.370 0.43 
| Изоиронанол 39 0.52 20.3) 25 1.384 1.9 
| Хлароформ | 4.1 0,40 4.80 245 1.443 0.53 
| Диоксан 3.8 00,56 2.20 215 1.420 1.20 
| Анетон 5,1 0.56 330 1.350 0.30 
Этанол | 4.3 0.88 24.00 210 1.359 1,08 
Уксусная 6.0 6.20 1.370 1.10 
кислота | 
Лцетопитрия 5.8 | 0.65 37.50 190 1.341 0.34 
Метапоя 5.1 0.95 32.70 205 1.326 0.54 
Питрометан 6.0 | 0.64 380 1,380 0.61 
Вола 10,2 040 _ 1,333 0.89 _ 


Основное правило при составяснии появижной фазы— она должна быть настолько проста, 
пасколько это возможно. Для решения спепифических проблем в подвижную фазу может ло- 
бавляться некое вешество. когорое необходимо для улучшения се хроматографических свойств 
или лля петектирования веществ. При составлении прописи подвижной фазы должны учиты- 
ваться слелуюиие факторы: 

• растворимость образца в элюентс: 

» полярность. светопропускапие. коэффипиент преломления. вязкость. температура кипения 
элюсита: 

® чистота и стабильность элюента; 

требования правил безопасности при работе с элюентом: 

рН среды. 

Неподвижная фаза в ВЭЖХ обычно представляет собой ипергиый материал, поверхность 
которого химически молифипирована. полимер с зарапее известными сорбииониыми свойс- 
твамн либо внутренняя поверхность колонки, обработаииая спсинальным образом. 

Неподвижные фазы по своим механическим свойствам делятся на мягкие, выдерживающие 
лавление пе более 0.2 мПа, используемые для жидкостной хроматографии низкого давления 
и изготовленные па основе целлюлозы. дектрана. полиакриламила, полистирола и других ма- 
териалов; полужесткис. вылерживающие давление ло 10 мПа, используемые для колоночной 
ВЭЖХ н изготовленные па основе поливипидового спирта, полистирола; жесткие, работа- 
ющие при давлспии до 50 мПа и изготовленные из оксида кремния, алюминия. циркония, 
стекла. 

Носители на основе силикагеля — наиболее широко распространенная група сорбеитов для 
ВЭЖХ. Силикагель представляет собой полимер (510, · Н.О). имеющий трехмерную пористую 
структуру. состоящую из группировок {$1—О— $1) и определенного, коитролируемого процсс- 
сом получения числа силанолышых групи (5:—ОН). Коммерческие силикагесли имеют илощаль 
поверхности 100—800 м-/г и средний размер пор 4—33 нм. 

На качество разлеления оказывает влияние форма зерен неподвижной фазы. В настоящее 
время для аналигической ВЭЖХ используются только сорбенты со сферическими зерпами. 
Другие вилы сорбентов применяются только в 


пренаративной хроматографии. 
Расположенные на поверхности сорбеита си- Ө — сферическая 
лапольные труппы имеют полярный слабокис- 

лый характер. Это их свойство используется лля М. 

разделения веществ осповного характера та пе- %»> — неправильная 
молифицированных силикагелях с применением 

водных элюситов. =. 


Обработка поверхности силикагеля сисиналь- 4 — неправильная (скругленная} 
ными реактивами приводит к карлинальному из- ы. 


Методы определения токсикантов в биосредах 393 


мспению сго свойств и получению обрашеинофазовых сорбентов. Такая обработка позволяет 

получать сорбенты с заданными свойствами в широких предслах (см. начало гл. 6.3). 

Для разделения смесей оптически активных вешсств к силикагелю химическим образом 
пришивают никлодскстрины. амилазу. авидии и ряд других молификаторов. Иногда такие ко- 
донки пазывают хиральными. 

Аналогичным образом из силикагеля готовятся иопообменникн. Для этого к нему добавля- 
ют четвертичные аммониеные или сульфюгруппировки. 

Рабочий дпапазон рН среды лля силикагелей составляет от 2.0 до 8.0. Вие этих пределов он 
начинает разрушаться. 

Оксид циркония как сорбеит лля ВЭЖХ химически и термически более устойчивый, чем 
спликагели, имеет болыший рабочий лианазов рН. Поверхность оксила циркония можег быть 
химически молифицирована. 

Полимерные сорбенты, а также поликаниллярные колонки и другие разработки в этой об- 
ласти редко используются в ХТА. 

Выбор хроматографических систем. К настояшему времени разработано большое количество 
различных хроматографических материалов. элюснгов, методов и оборудования для провеле- 
ния анализа токсикантов. так что выбор конкретных условий лостаточно прост. Общие прави- 
ла выбора сисгемы: 

е Обраненнофизовые системы обычно требуют контроля рН среды. органических раство- 
рителей. ионной силы раствора, ион-парных реактивовов и др. Удержинание вешесги на 
силикагслях мсиес предсказусмо. Опи болыне подхолят для разделения разных по своим 
химическим свойствам веществ. в отличие ог обрашеннофазовых сорбентов. Которыс болсе 
эффективны при разделении близких по свойствам всществ. например барбитуратов. опма- 
тов или амфстаминов. 

• Осповной проблемой при исподьзовании пормальных фаз для анализа токсикантов в экс- 
трактах биологических объектов являстся скапливание слабополярных всшсств биологичес- 
кого происхождения в начале колонки или медленное их вымывание из колонки, силыю 
увсличивающее фоп и снижающее эффективиость системы. 

• Для обриисинофазовой хроматографии соэкстрактивные всшесгва обычно элюируются либо 
рапьше, либо вместе с анализирусмым веществом. понижая чувствительность или вообще 
маскируя пик аналита. В этом случае хорошие результагы может пать нон-парная хромато- 
графия. Срели обрашениофазовых колопок наибольнсе распространение в ХТА получили 
С-18-алсорбенты или их аналоги С-8. 


6.3.5. Капиллярный электрофорез 


Ты никогда не будешь знать достаточно, 
если не будешь звать ботьше, чем достаточно. 
У. Блейк 


Мегод капиллярного электрофореза (КЭ) является наиболее быстроразвивакицимся ачали- 
тическим направлением. Оп с уснехом применяется в медицине, биохимии, судебной химии, 
криминалистике. экологии, входном и технологическом произволствениом контроле для ана- 
лиза катионов металлов, неорганических и органических апионов, наркотиков. лекарственных 
препаратов. аминокислот, белков. пептидов. витаминов, пигментов и красителей. пестицидов. 
нищевых продуктов. а также в гспегикс и токсикогенетикс. 

Области применения газовой хроматографии и ВЭЖХ ограничиваются требованиями. предъ- 
являсмыми к пробам в каждом из этих аналитических метолов. ВЭЖХ в пастоящее время яв- 
ляегся паиболсе широко распространенным метолом разделения с хорошими нерспективами на 
лальнейшсе расширение области сго применения. Проблемы при применении ВЭЖХ возникают 
тогда, когда пеобходимо быстро и с большой эффективпостью проанализировать полярные и ио- 
ногенные пробы. особсино пробы. обладающие высокой основпостью, а также биополимеры. 

Заряженные частицы перемешаются в растворе пол влиянием электрического поля с раз- 
личной скоростыо. Поэтому лля иопогениых сослинений преллагастся элекрофорстическая 
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техника разделения. В случае классического электрофореза применяются гели или полоски бу- 
маги. пронитанные электролигами. лля того чтобы уменывить помехи. вызванные коивекии- 
ей. Использование позиакриламилного гель-элекгрофореза (ПААГ-электрофореза) позволяет 
проволить эффективное разделение молекул ДИК и белков. 

В иоследиис годы все большее расирострапение в анализе биологических объектов нахо- 
лиг кавиллярный зонный элсктрофорез (КЗЭ). Быстрое развитие мстода было обусловлено 
двумя решакипими усовершеиствованиями: во-первых. был суисственио умснышеин внугрен- 
ний диаметр разделительного капилляра: во-вторых. летектирование по электропроволности, 
пришелшее иервоначально из изотахофореза, было заменено ирямым УФ-дстектированисм в 
потоке жидкости. Дальнейшее развитие метода стало возможным при использовании кварие- 
вого капилляра с высокой прозрачностью в ближней УФ-области и равномерным внутренним 
лиамстром от 25 до 100 мкм. При этом улучшилось как разлслепис. так и детектирование. 
Применение квариевого капилляра позволило использовать молифицированный ВЭЖХ-лс- 
тектор для определения разделяемых вешестн непосредственно в канилляре. Прсимуществами 
мстода являются высокая эффективность разделения. эксиресспость. прос гая пробоволготовка 
и малое количество образца. исобходимого для проведения иссяелований. Разделение смесей 
происхолит на капиллярных колонках длиной от 40 см до [| м. В пустотелом капилляре. к стен- 
кам которого приложен отрицательный потенииал. а к коннам — разпость потенциалов. пол 
лействием электрического поля пачинастся движение молекул электролита от анола к катоду. 
вызывающее общее ‘течение жидкости. При ввелении в такую систему апализируемого образиа 
{с анолного кониа) положительно заряженные частицы анализируемых соелинений движутся 
к католу быстрее потока жилкости в капилляре. незаряженные молскулы текут с потоком, а 
отринательно заряженные частицы, удерживаясь положительным зарядом, текуг медленией 
всего, но тем не менее текут к католу. Происходит весьма эффективное разделение смсси. В сов- 
ременных приборах идентификания часто осушествляется масс-сисктральным лелекгором. 

КЭ осповап па использованиии для разлеления и опрелеления компонентов электрокинети- 
ческих явлений, т.с. электромиграции нонов и других заряженных частиц и электроосмосе, ко- 
торые возникают ири помешепии исследусмой смеси в электрическое позе преимущественно 
высокого напряжения. Если раствор паходится в тонком капилляре. например в кварцевом, то 
электрическое поле, наложенное вдоль капилляра, вызывает в пем лвижение заряженных частиц 
и пассивный поток жилкости. в результате чего проба раздслястся на индивидуальные компо- 
ненты. так как параметры электромиграции сисцифичны для каждого вила заряженных частиц. 
В то же время мешаюише факторы. такие, как дифкрузионные. сорбиионныс, коивскционныс. 
гравитационные и т.п., в капилляре сущестисиию ослаблены. Благодаря этому досгигается рекор- 
дная эффективность разделения. Предел обнаружения для болыиниства вешеств составляет 0,5— 
1.3 мкМ. КЭ — метол. при котором под возлействием электрического поля высокого напряже- 
ния компоненты разделяются на оспове отношения заряда к массе. Главной лпижушсй силой в 
КЭ служит осмотичсский поток (при высоких значениях рН). возникающий в осповиом из-за 
взаимодействия положитель!ю заряженных попов в растворе с групиами силанола па капилляре. 

Разделение пробы достигается приложением паиряжения к буферным сосудам. Возникаю- 
шес в капилляре электрическое поле нызывает миграцию зоны пробы. На элсктрофорегичес- 
кое перемещение всегда пакладывастся более или менее интенсивный электроосмотический 
поток (ЭОП). который способствует пассиниому транспорту зоны пробы. а не ее разделению. 
ЭОП сильно зависит от значений рН буфера и свойств поверхности капилляра. ЭОП может 
быть настолько болыним. что будут двигаться пе только нейтральные молекулы, по даже отри- 
иательно заряженные ионы смогут перемещаться к лстектору. несмотря па их элсктрофорети- 
ческую миграцию. После того как в болынинстве буферов на поверхпости кварпевых капияля- 
ров из-за диссопизиии силанольных групи образуются отрвцательные заряды. вблизи стенки 
инлуцируются положительные заряды и элсктроосмотический поток движется к кагоду. Это 
обусловливает псобходимость расположения детектора вблизи католного пространства, ЭОП 
помогает переносить зоны проб к легектору настолько, что при достаточно болыних значениях 
ЭОП к катоду могут переноситься лаже анионы. При эгих условиях все незаряженные молеку- 
лы перемещаются с одинаковой скоростью. равной скорости ЭОП. и не могут быть разлелены, 
в то время как разделение заряженных ионов возможно благодаря их различной электрофоре- 
тической подвижности. 
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Итак, сушность КЭ состоит в разделении смессй анализируемых пешеств (ионных смесей) 
в определенной среде. находящейся под влиянием паправлепниого движения электрического 
поля. Нейтральные частицы пе движутся под действием электрического поля, хотя они могут 
лиффуидировать нз-за граднента лавления или переноситься ЭОН. Скорость движение яюбого 
иона или смеси, несушей на себе обший зарял, в электрическом поле при заданном значе- 
нии рН рассматривается как вектор суммы электрического потенциала и силы сопротивления. 
Увсличивающееся напряжение и возрастающая при этом напряженность поля приводят к пос- 
тоянному повышению скоростн перемешения (скорости электрофореза) и вследствие эгого к 
более высокой скорости разлеления. которое зависит от разницы в полвижности частиц смеси. 
На электрофореграмме подвижность (и) частиц разделяемой смеси рассчитывается. исхоля из 
времени движения частиц (1). длины аналитического сегмента капилляра (1), приложенного 
напряжения (У). 


Скорость 0) 


ОВЦИТЕ. Е. а е 
Градиент потенциалов (УІІ) 


гле | — длина ло дегекторного окиа; 1. — общая длина капилляра. 
Очевидная подвижность (р„„) — сумма полвижности частии смеси (џ,) п полвижиости за 
счет ЭОП (и). 


ом 
а 2 

При расчетах важно различать общую длину канилляра (1) и эффективную длину капилляра 
от места ввола пробы до деюкгора (1). так как элсктричсское поле уменьшается на протяженни 
обшей длины капилляра. а молекулы мигрируют лишь в прслелах эффективной ллины капил- 
ляра. Поэтому данные о длине капилляров характеризуются отпошенисм 1/1. в саптимстрах. 

Эффективность разделения в КЭ. выраженная как М (число теоретических тарелок), зави- 
сит от приложенного напряжения. 

ГА 
М = и, 2р 

Чем выше напряжение, тем быстрее происходит разделение и тем уже пик. Высокое зпаче- 
ние ПН и соответственно высокое значение | „„ также способствуют росту эффективности. 

Метолы лезектирования в КЭ привелены в табл. 6-30. 

Количественный анализ. На воспроизволимость получаемых результатов влияет рял факло- 
ров: различие в электропроводности между разлелительным электролитом и растваром пробы, в 
коннеитрации компонентов пробы и их электрофорегической подвижностью, в составе пробы. 
С лругой стороны, преимущества КЭ проявляются при исслеловании малых объемов пробы. 

В автоматизироваиных приборах общий объем пробы составляст 3 мкл. При этом. однако, 
не исключено. что состав пробы во время ввода изменится. Причина заключастся в запесении 
буфера в пробу или в селективном иведспии определенных компонентов. 

Объем пробы при ввелснии может изменяться за счет испарения. Этот эффект можно умень- 
шить охлаждением пробы или использованием герметичного затвора в сосуде для пробы. Если 
необработанные данные исслелования представлены в формс хроматограмм или фореграмм, 
то количественные результаты определения получают или определсиием высоты пиков. или 
после ингогрировання в виле площади виков. При опрелеленин примесей количественное 
выражение их концентрации через высоту более палежно. чем через плошадь пика. Этому есть 
лве причины. Первая заключается в том. что при апализе примесей высоза пика пропоринчо- 
нальна их кониситрации. гак как эффекты пасышения и перегрузки можно исключить, а в1о- 
рая — в том. что ошибка автоматизированиого определения высоты п этом случае меньше, чем 
при интегрировании пиков. Как только высота пиков возрастает. интегрирование стаповится 
раннональным и необходимым. 

Ири оптимизации анализа псобхолимо находить компромисс между воспроизводимостыю 
и эффективностью. Если требуется количественно проанализировать пробу. то лля получения 
належных результатов слелуст работать с конентрациями. превышаюшими ирелел обнаружения 
по крайней мере от 10 до 20 раз. Только при оптимальных условиях удастся получить хорошую 
эффективность и высокую воспроизводимость плошаясй пиков в пределах от 1.5 до 3%. 
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Таблица 6-3). Метолы ястсктирования в КЭ 


Принцип Предел Токсиканты 11рнмечавве 
детектирования обнаружения. 
| моль/л 
УФ-поглошение 10-—ю+ Ароматические соелниения. Стандартное летектиропание в 


белки. пуклениовые кислогы КЭ. имеется во всох коммерчсе- 
қих приборах 


Непрямое УФ -детек- 109—174 Иопы металхов, амипы. Имсется в коммерческих прн- 

тирование органические и неорганичес-|борих 
кие ноны, углеводы 

Флкюресцениня 109—104 Аминокислоты, ДНК, нешя- Для бодынинеғва проб исобхо- 
лы. белки лимо получение вронзволных 

Лазериая флюорсс- о 107 Фрагменне ДИК, пронлвоя- Лазер стс дорег. Детектор при- 

пения ные аминокислот меним только в вилимой и УФ 

областях ноглошения 

Пенримая флюорсс- 107—110 * Синрты, амины, анпоны. Редко используется 

цениия катионы, углеводы 

Амиерометрия 1072—10 Легко окислясмые п вос- Мспользуются капилляры с внут 
станапливаемые веніества. рениим лнаметром до 2 мкм 
например нейромелиаторы 

Кондуктомстрия 1077—10 Ионы металлов. аминов, Трудности ири замене капилляра 
карбоповых кислот 

Иотенииомстрия ы Ионы шслочных и июляочно- Опрелеленис ла счет ионоселск- 
земельных тивных микроэлектролов 
металлов 

МС пото 10* Белки. пситилы. мониторинг Отсутстпуют проблемы совме 
лскарств, наркотиков шения. лостуниы коммерческие 

нитерфейсы 
Ралиоактипиые изме- 10-5 10-9 "Ри ЧС в биообъектах Хорошая чувствительность ой- 
рения ределения с помошью системы 


остапонки потока 


В ХТА используются различные виды КЭ. 

Капиллярный зонный электрофорез. В КЗЭ разделение заряженных частиц происходит в соот- 
ветствии с их подвижностью и пояярносгью в водных растворах. При нровелении КЗЭ буфер. 
значение рИ. а также напряженность ноля во всем пространстве разделения остаются постоян - 
ными. Пробы. которыс разделяются за счет различных подвижностсй заряженных фрагментов 
определяемых веществ, вводят в видс отлельной зоны на входе в капилляр и обиаруживают в 
виде дискретных. отделенных друг от друга зон. Назпачспие буфера при этой технике разделе- 
ния — поддерживать постоянное значение рН и обеспечивать транспортный поток. Выбор рН 
буфера опрелеляет заряд ионов пробы. Конпептрация буфера влияст на ЭОЙ. поэтому можно 
оптимизировать разделение изменсинем величины рН н вида буфера. Нанболыьисе различие в 
способности к перемещению для слабых электролитов, т.с. паивысшую селективность. позуна- 
ют тогда, когда значение рН буфера лежит между значснисм рК „ компоиситов пробы {К „. 
копстанта диссопнации). Для дальнейшей оптимизации могут использоваться добавки к Ка. 
ру. 

Подтип КЗЭ — капиллярный ионный анализ (КИЛ) — примепястся для разделения нонвых 
частни в водных растворах. Определение происходит быстро и часто используется для исна- 
правленного анализа. 

Наряду с КЗЭ выделяют канилаярный гель-электрофорез (КГЭ). где капилляр заполиси гелем. 
На электрофоретическую миграцию молекул оказывает влияпие матрипа геля. поэтому селек- 
тивное разделение фрагментов молекул связано с их размерами. 

В качестве самой старой капиллярной техники слелуст упомянуть изоэлектрическая фокуси- 
ровка (ИЭФ) и капиллярный изотахофорез (кИТФ). который в пастояшее время вновь приобрел 
значение для кониснтрирования проб в КЭ. В ИЭФ степень конечного разделения апалита 
соотнетствуег изоэлектрическим точкам апализируемых вешеств. Вешества перемешаются по 
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градиениу рН. который образован в капилляре путем лобавления амфолита. Этот метод. но- 
казывая высокую эффективность при исследовании белков. используется не так часто из-за 
высокой фоновой абеорбини амфолитов. В кКИТФ разасленис пропсхолит в электролитной 
системе. состоящей из двух буферов с различной подвижностью. В равновесии смежные зоны 
должны перемещаться с равными скоростями. что может быть доспииуто. только при оди- 
наковой концентра ионов. Поэтому КИТФ применяется при исслеловании разбавчленных 
проб. Доказлиа эффективность метода в комбиниши с МС. 

Капиллярный просеивакниий электрофорез (КПЭ). Этот вид электрофореза подразумевает 
элекгромниранию макромолекул через полупронинаемую мембрану (сито). следовательно. раз- 
леление происходит за счет разинцы в размерах молекул (частни). Мембрана можег прелстан- 
лять собой гель, н этом случае речь илег о КГЭ. Наполнение капилляра гелем сейчас вытесни- 
ло использование вязких растворов полимеров (например. гнароксиэтилиеллюлозу). 

Капилаярная электрохроматография ( КЭХ). Здесь ЭОП иепользустся как срелстпо проведсе- 
ни элюента через канилляр. который солержит неподвижную фазу. Она может быть химичес- 
ки закреплена на стенках открытого капилляра или находиться в калилляре в виде пористого 
мополитного слоя. В КЭХ. в отличие от ВЭЖХ. нет гралнента потока и давления, поэтому 
возможно применение узких капилляров. заполненных суомикрочастицами. 

Мицеллярная электрокинетическая хроматография ( МЭКХ) позволяет разделять незаряжеи- 
ные молекулы.В данном случае к буферу лобавляется зетергент. н пейтральные молекулы рас- 
прелеляются межлу буфером и мипеллами в соответствии с их гиярофобностью. Разделение 
связано с подвижностью мицелл. большниство которых заряжено отринательно. В основе раз- 
леления аежиг процесс раенрелеления. поэтому можно с полным основанием говорить о хро- 
матографическом методе. 

В КЗЭ пейтральпые пробы лостигаюг лстектора вместе с катионами и аннонами и нс 
могут быть разделены. В методе МЭКХ. прелложенном Терабе и соавт. в 1984 г.. полное 
разделение аналита достигается ввслеписм лобанок ястсргснтов, например никлодскстрииов. 
к буферх. При этом образуются мицеллы, которые имеют гидрофобный характер внутри и 
заряжены снаружи, чем и достигается электрофоретичсская полвижность в электрическом 
поле. В зависимости от знака заряда электрофорстичсская нолвижность паправясна в сторо- 
ну катода или анода. Нейтральные молекулы взаимодействуют с персметающимися минел- 
лами, образованными нз подхолянихх летергситов. ввеленных в фоновый раствор электролита 
КЭ. Лля провеления МЭКХ использют приборы лля КЗЭ. но добавляют в буфер леғергенты. 
МЭКХ рассматривается как промежуточное звено межлу электрофорезом и хроматографией. 
при этом гилрофобность разделяемых вешеств может быть ломниирующим фактором при 
получении конечных результагов разделения. МЭКХ прелетавляст собой одну из форм КЭ. 
которая леласт возможным разделение не только катионов. нейтральных молекул растворен- 
ных вешеств и анионов. но и смеси энантиомеров. Межлу молекулами в онтически активной 
среле происхолят стерсоспенифические взаимодействия. Если смесь энантиомеров. которую 
необходимо разделить. лобавить к оптически активной среде. состояшей из чистого энанти- 
омера, то в разделяюией системе поведение анализируемых веществ булет различным. что 
и позволяет осушествить их разделение. В оптически активной среле с оптически активным 
окружением взаимолдействусг только олин из энаниюмеров. и смесь энантиомеров разяс- 
ляется. Поэтому при разлеленнисмеси энантномеров основное внимание уделяют выбору 
полхоляшей овтически активной среды — хиральному селектору. Поскольку универсальных 
хиральных селекторов пе сушествуст. то условия разаеления каждый раз пеобходимо он- 
тимизировать по-новому. В КЭ оптически активная среда обычно создается добавлением 
оптически активных вешеств к разделяюшему буферу. Такой простой способ облалает боль- 
шим преимуществом, поскольку в этом случае отнадаег необхолимость в длительных и тре- 
буюиих интенсивной работы стадиях иммобилизации хиральных селекторов на различных 
носителях. Поиск хирального селектора происхолиг. как и в ВЭЖХ. методом проб и ошибок. 
Способность МЭКХ разлелять разиемическине смеси струкгур на 0- и 1.-изомеры используст- 
ся в анализе наркотиков, если одні изомер является контролирусмым, например в сључас с 
пропоксифеном. у которого правоврашаюший нзомер (лекстропропоксифен) коптролирустся 
как наркотическое срелство. а другой пе контролируется — левоврашающий изомер пропок- 
сифена (левопропоксифен). 
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В настоящее время циклолекстрины и их произволные широко примененяются в качестве 
хиральных селекторов. Реакции. в результате которых получаются производные циклолекстри- 
1юв. увеличивают число новых хиральных селекгоров. способствующих лучшему разделению 
стерсоизомеров анализирусмого вешества. 

При разделении энантиомеров важную роль наряду с выбором подходяшего хирального 
селектора играют и пругие параметры элсктрофоретической системы. Например. на процесс 
оптимизации разлеления энантиомеров решающее влияние оказывает величина рН. Вследс- 
твис того что разделение энантиомеров методом КЭ основано на различии в нодвижностях 
между О- и Ш-фюрмами, анализируемые вешества необходимо неревести в попную форму. что 
обеспечивается подходящим значением рИ. При элсктрофоретическом движении анаяизиру- 
смых вешеств через квазистаннонарную фазу (в лаином случас инклодскстрииы) происходит 
разделение пары энантиомеров. Важнейними оптимизирующими параметрами в данном слу- 
чае являются кониентрация хирального селектора в используемой буферной системе. сама бу- 
ферная система (вид фопювого электролита). а также лругие буферные лобанки и технические 
приемы, папример покрытие капилляра. Выеокая произволилельность при разнезении смеси 
достигается за более короткое время ири применении нокрытого полнакриламидом капилляра 
(рие. 6-63). Основным недостатком в разделении энантиомеров является чисто аналитическая 
направленность. Для решения препаративных задач мстод малопригоден. 

Микроэмульсионная электрокинетическая каниляярная хроматография (МЭЭКХ) — отпоси- 
тельно новый аналогичный метод, в котором формируются заряженные микроэмульсин для 
образования гилрофобной псевлохроматографической фазы. 

Электрохроматография (ЭХ). при которой применястся стационарная среда ВЭЖХ, а те- 
чение элюснта и перенос пробы происхолят только за счет ЭОП, пока получила небольшое 
распространение 

Часто КЭ рассматривается как допоянительньні метод при определении многих аналитов с 
помошью ВЭЖХ. Однако у КЭ есть много пренмуществ. Данным методом могут анализиро- 
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Рис. 6-63. Разделение энангиомсров тексабарбитала в канилаярс с покрытием (4% линейный нолиакрил- 
амид) — А ив капиллярс без покрытия — Б. 

Условия разлеления: буфер 10 мМ натрия зстрабората с лобавлением 1,56% В-ивклоцекстриииа: рН 8.30; 
детектирование при 214 им; пол пробы: 1 с. 2 кВ. 25 °С. 
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ваться очень малые пробы. Хогя КЭ менее чувствителен по сравнению с ВЭЖХ. но он может 

применяться лля обнаружения при длинах воли ниже тех. которые обычно применяются в 

жилкостной хроматографии (% 5 200 нм). КЭ используется для исслелования широкого спек- 

тра исшеств. при этом в одной пробе могуг быть определены анионы. катионы и нейтрально 
заряженные частицы (особенно при МЭКХ). КЭ проше и дешевле. чем ВЭЖХ. Стоимость 

оборудования лля обсих систем приблизительно олинаковая. но КЭ значительно леневае в 

эксилуатаиии и ис требует использования большого количества органических растворителей. 

Преимущества КЭ по срависнию с газовой хроматографисй и ВЭЖХ: 

* Разлелясмые вешества могут нахолиться в ионной и молекулярной формах. что прелстанля- 
ег проблемы в тазовой хроматографии. 

» По сравненню с ВЭЖХ отмечаются более высокие эффективность. разрешакиная снособ- 
ность и скорость анализа (высокая разрешающая способпость КЭ позволяет получить такое 
же количесию пиков. как и при применении ВЭЖХ, но с меныними затрагами и за более 
короткий период). 

• Для КЭ гребустся сушественио мепыпе растворителя по сравнению с ВЭЖХ. а капиллярная 
колонка для КЭ знаимелыю дешевле, чем капиллярные колонки для ВЭЖХ или газовой 
хроматографии. 

» Для КЭ требуется значительно меныцее количество пробы и реагентов. чем для ВЭЖХ. 

• При КЭ проше утилизировать лабораторные отхолы. 

Недостатки КЭ: 

• Ограниченная чувствительность при УФ-детектировании (в 30—100 раз ниже, чем в ВЭЖХ). 

• Затрулиен сбор разделенных вешеств из-за механических проблем и малого размера образ- 
ПОВ. 

КЭ является перспективным методом для темюлогий мстаболомики н метабономики (см. 
гл. 3). Усовершенствование метода заключается в уменьшении размеров устройств (1а6-оп- 
һр). ть сегодня опи уже коммерчески доступны для ряда лабораторий. которые занимаются 
анализом ДНК. 

Олним очень важным преимуществом КЭ по сравнению с ВЭЖХ является не только ис- 
пользование малых проб. но закже применение небольших количеств буферных растворов и 
незначительный расход очень дорогих добавок к буферам (например. циклодекстринов). При 
нрименении градиента обрашеиной фазы в жилкостной хроматографии за неделю расходуется 
большое количество (несколько литров) органических растворителей, тогла как при таком жс 
разделении с помошью КЭ расход составляет менсе 100 мл обычного водного буфера. Такос 
сбережение ресурсов сохраияст зпоровье персонала. понышает безопасность проведения иселе- 
лований и причиняет менший пред окружающей среле. 

Илентификация пиков в КЭ проиехолит так же. как в ВЭЖХ. Отличие заключается. как 
указано выше, в том, что пробы движутся через детектор пампого быстрес. а их количество и 
концентрация приблизительно в 10 раз меныше. Детектирование вешеств происходит электрохи- 
мически. снектрально или, что более важно, с применением масс-спектрометра (см. табл. 6-30). 

Схема устройства лля проведения КЭ состоит нз капилляра. детектора. источника высокого 
напряжения и занисывающего устройства (рис. 6-64). 

Капилляры сделаны из расплавленного кварца н покрыты тонким слоем полнамила. что де- 
ласт канилляр гибким. препятегвуя поверхностной гилратании. Наружный лиаметр канилляра 
375 мкм. внутренний 10--150 мкм. Длина капилляра не фиксирована. хотя лопустимая длина. 
обычно лависяшая от расположения детектора. как правило. указывается. В КЭ применяются 
стеклянные н нластиковые капилляры. которыс. однако. не обладают достаточной прониңае- 
мостью в коротковолновой УФ-областн. В настоянюее время ноявились канилляры с нокрыти- 
ями. пропицаемыми лая УФ-лучей. Температура капилляра строго контролируется. 

Напряжение регулирустся в области от —30 ло +30 кВ и при заданном значении лолж- 
но оставаться постоянным (но возможность). Максимально допустимая сила тока составляет 
250 мкА. применсиие бблыпих значений на практнке нецелесообразно. Кроме того, оказалось 
выгодным. если или напряжение. или ток могли бы ноддерживаться постоянными независи- 
мо лруг от друга. Напряжение нодволиться к электродам через кабели высокого напряжения. 
Электрод может быть прелставлен как простой платиновой проволокой. так и платиновой 
трубкой дизметром примерно [ мм. 
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Рис. 6-64. Схема устройства лля провеления КЭ. 


Очевидно. что комбинация волного раствора соян и высокого напряжения требует соог- 
ветствуюшей системы безопасности. В современиых приборах источник высокого напряжения 
автоматически отключается при открывании емкости. в которой происходит анализ. так что 
несчастные случаи исключаются. 

Компоненты пробы прохолят через часть капилляра. в которой происхолит летектирование 
в режиме реального времени. или летектируются на копие капилляра в режиме с разлеленнем 
времени. При этом слелуст отметить. что через иетектор пробы лвижутся с различной скоро- 
стью. Узкие пикн. характерные для КЭ. аслают необходимым применение быстрых детекторов. 
Время ответа регулируется на большинстве детекторов и прелетавляет собой огрезок времени, 
необходимый на опрелеление пика. Узкие пики могут искажаться. если время ответа сликом 
нротяжениое. а совсем узкне пики могут быть утеряны. Некоторые высокоподвижные анали- 
зируемые вешества могут давать пики ноправильной формы. если используется низкий темп 
сбора данных. что может привести к нсадекватным результатам количественного определения. 
Высокий темп сбора информации лает лучшее представление о форме пика. 

Станларгиый летектор — это УФ -спектрофотомечрический детектор. 

Из-за очень малой томиины слоя (средняя величина внутреннего лиамстра капилляра) к 
цетекторам предъяваяются высокие требования. касаюшисся чувствительности. шумов. или- 
яния свсторасссяния и т.д. Для того чтобы избежать потери эффективности. детектирование 
осуществляется прямо в капилляре. Гиничная ширина зопы в капилляре находится п пределах 
5 мм, что соответствует объему 10 нл (канилляр диаметром 50 мкм). Крайне малый объем явля- 
ется также причиной необходимости в очень высокой чувствительности по массе. Для рутин- 
ного применения болес важна концентраинонная чувствительность. При УФ-детектировиини 
в КЭ концеитрапионная чувствительность в 30—100 раз ниже. чем в ВЭЖХ. Для повышения 
чувегвительности {за счет увеличения толщины слоя летектирования) были применены капил- 
ляры прямоугольной формы. что улучшило результаты иримерно в 10 раз. Используются УФ- 
детекторы с постоянной илн изменяемой днигой волны. 

Спектральные занные могут искажаться из-за меляснной записи при появлении ника с 
очень крутыми краями. Детекиия с помошью лиолиой матрицы позволяет записывать много- 
волновой спектр в режиме реального времени. При этом УФ-спектры не искажаются за счет 
мелленной записи ланных. В КЭ особенио важна быстрая запись спектров. Пробы. не обчала- 
юшие ноглощенинем в УФ-области. можно обнаружить с хорошей чувствительностью с помо- 
шью непрямого УФ-дегектирования. Для этого к буферу добавляют электролит. обладающий 
УФ-поглошенисм, подвижность которого близка к полвижности разделяемой пробы. 
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Помимо УФ-дстекторов. с нслависто времени выпускаются также флююрссцентные дегек- 
горы. Отличня ог ястекторон для ВЭЖХ заключаются. в осповном. в длннах волн источников 
света. Кроме обычно использусмых лейтерисвой п импульсной кссноновой лами, предлагаются 
также болес дорогис лазерные системы, возбуждение в которых нроисходит в видимой области 
ллин волн. поэтому применяются соответствующие производные аназита. Низкис скорости 
потока (100 нл/мип) лелают возможным сочетание КЭ с МС. В иссљеловательских работах 
используются и другие методы дегектировапия: спектроскопия комбинанионного рассеяния. 
измерение ралиоактивносги в режиме реального времени. круговой лихроизм, кооффиниеиты 
преломления света. капиллярная ибрииия. 

Введение проб. Воспроизволимое ввеление пробы нрелставляет в КЭ наиболее сложную про- 
алему. Для того чтобы не вызвать уширепия полос. зона пробы лолжна быть мала. Позлому 
необходимо вводить объем пробы ог 5 ло 50 нл. Больший объем пробы быстро приводит к 
искажению пика и ухулшению разделения. Чтобы отвечать этим требованиям. а также для 
облегчения работы со столь малыми обьсмами, нсобхолимы миниатюризания и автоматизация 
ввеления пробы. Учитывая внутренний диаметр капилляра. необхолимо устранить в пробе 
механические примеси и осадки. Как и в ВЭЖХ. пробы аля анализа помещаются в виалы 
обычно вместимостью 1.5 мл. которые закрепляются в спениальный штатив. Электролигные 
растворы катода и анода обычно также помещаются в виалы (1.5 мл). В большинстве систем 
для КЭ стремятся сократить испарение образовавшегося пара. чтобы ис изменить результаты 
при анализе малых объемов. 

Следует выделить лва способа введения проб: гилролинамический и электрокиистический. Гил- 
родипамическое введение используется чаше. Ввеление пробы обсснечивастся созданием ризницы 
азвлений межлу сосулом для пробы н конном капилляра, при этом давление либо повышается 
в сосуле для пробы. либо спижастся на конце канилляра. Количество вводимой пробы зависит 
только от разницы давлений и времени ввола пробы. Проблему при этом способе ввеления пробы 
составляет сжимаемость газа. Во-первых. выбранное лля введення давление лолжно быстро лости- 
гаться. во-вторых. падение давлспия после введения пробы пе должно быть резким. 

При электрокинегическом введении сосуд с пробой. в который погружен капилляр. соедн- 
няется с источником напряжения и пол действием короткого импульса папряжения компонен - 
ты пробы перемещаются в разделительный капилляр. 

Выбор схемы определения токсикантов в биологических жидкостях илн другом бнологичес- 
ком материале зависит от основных физико-химических нараметров опрелеляемых вешнеств. 
Например. вещества, составяякиние пробу. лучше разделяются в буфере. рН которого лежит 
межлу значениями их рКа. На рис. 6-65 прелсгавлена схема разаеления мстолом КЭ. основан- 
ным на параметрах аналита. 

Применение КЭ рассмотрим на примерах определения наркотиков и лекарственных ве- 
шеств в биологических срелах. 

Общая система для анализа наркотиков и лекарственных средств. Табл. 6-31 базирмется на 
работах разных авторов и объелиняет их в обшую систему (0. Ретец. 2004). 

Ограниченное число электролитных систем для КЭ используется в разлелении разнообраз- 
ных типов наркогиков и лекарственных средств. МЭКХ. особенно модифицированная лобав- 
лением сульфатированного В-ииклолекстрииа. часто применяется лля анализа биологических 
жилкостей. При этом идлентификания осуществляется аналогично используемым в хромазогра- 
фин подходам. В рассматриваемом виле разлеления осповным параметром лля идентификации 
являстся злектрофоретическая подвижность, в отличие от ВЭЖХ и газовой хроматографии. 
гле используются другие показатели. такие. как время удержинания или объем удерживания. 
Количественные расчеты в КЭ проволятся на оспованни величии высоты или плошали никон 
с применением абсолютной калибровки или с использованием различных варнантов метода 
внутреннего или внешнего стандарта (см. выше). И в этом КЭ мало отличается от других вилов 
хроматографии. Обычно КЭ показывает более высокое разрешение но сравнению с ВЭЖХ. 
При опрелеленин наркотиков или лекарственных препаратов в биологических жидкостях ме- 
толом КЭ воспроизволимость результатов количественного определения составляет 5— 15% и 
сравнима с воспроизводимостью ВЭЖХ. 

Подготовка проб (см. гл. 5). Полготовка пробы лля КЭ зависит от матрины. анализирусмых 
вешеств. их коннентраций. метода обнаружения, требуемой селективности и чувствительности. 
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Рис. 6-65. Схема разлелспия мстолом КЭ, основанного па параметрах зиалита (обшис снстемы указаны 
в табл. 6-31). 


В КЭ полготовка пробы должна лостигать хотя бы олиу. по желатеслыю болыне из ниженерс- 
численных нелей. 
• Увеличить селективность и концентрацию аналита. 
• Стабилизировать апалит. определение которого затруднительно другими методами. 
» Обеспечить контроль состава конечной пробы. рН. чрезмерного разбавления пробы. 
® Удалить компоненты матрицы (например. белки). которые могут влиять на конечные ре- 
зультагы. 
2азрушить комплекс анализируемого вещества с белками. 
Удалить механические примсси. которыс могут забить капилляр. 
Обеспечить высокую степень извлечения анализируемого вещества из биологической мат- 
рицы. 
е Обеспечизь работу с малыми количествами иробы, псобхолимыми лля КЭ (менее 20 мл). 
Методика определения наркотиков и лекарствеиных средств в биологических жидкостях без 
экстракции. Для биологических жидкостей. которые не солержат белки (например. моча). 
обычно требуется минимальная подготовка. которая заключается в фильтрании пробы через 
мембрану с размером пор 0.45 мкм или иентрифугировании со скоростью 13000 об/мин (если 
объемы слишком малы), Эти ироисдуры обеспечивают очинение пробы от крупных частни. 
которые могут закупорить просвет капилляра. Применение МЭКХ с использованием натрия 
поленил сульфата (505) ласт возможность опрелслять наркотики и лекарственные средства в 
плазме. сыворотке и других биологических жидкостях без предварительной нробонодготовки. 
Такой подход основани ва применении 505 солержаших растворителей. способных разрушать 
белки н при этом препятствовать их налипанню на стенки капилляра. При ансорбцим белков 
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на внутренней поверхности капилчяра она приобретают отрииательный зарял. что может при- 
вести к замедлению элсктрофоретического неремешения. 

Методики, основанные на экстракции. Кониентрирование пробы перел провелением анализа 
проводится методами лиофилизанин. ЖЖЭ или ТФЭ. Экстракт из сыворотки. освобожденный 
от протеинов, можно использовать лля КЗЭ н МЭКХ. Важио избежаи, чрезмерного разбавле- 

ия и препятствовать преиипитании. Конечный экстракт не лояжен быть более киелым или 
шелочным по сравнению с буферным раствором. Значительная разница в рН и/или молярнос- 
ти может дать большую ошибку при анализе методом КЗЭ. КЭ иснользуется для определения 
заряженных фрагментов молекул метаболитов наркотиков и лекарственных средств. таких. как 
конъюгаты с тлюкуроновой или серной кислотой. 


Таблица 6-31. Схемы проведения КЭ; обтие полхолы (0. Ригец. 200} 


Обшие Состав буфера рН Условия КЭ Аналиты 
системы мстол напря- 1, 
| ‚ жение “С 
| ‚ (КВ) | 
А 25 ммоль натрия 3.8 кзэ 25-30 25 | Водорастваримые, в ос- 
фосфата | новном пептиды 
В 20 ммоль 9.2 кзэ 20—25 25 Воядорастворимыс со- 
натрия ставаяющие кислотного 
тетрабората характера 
С 25 ммоль 9:2 мэкх 15—25 20 Растворимые и малорас- 
матриня творимые в воде, заря- 
тетрабора!а женные и нейтральные 
с 75 ммоль аналиты. энлогенные 
‚5128 составляющие 
р 10 ммо, натрия 9.0 КИл 25—30 20 Вохорастворимиые ани- 
тетрабората оны 
с 2 ммоль ТТАВ н 
5 ммоль матрия 
хромата 
Е 10 ммоль натрия 9.0 КИА 25—30 25 Водорасгворимые оргз- 
тетрабората нические и неорганичес- 
с 2 ммоль ГГАВ кие катионы 
и 5 ммоль имича- 
зола 
| 25 ммоль натрия 9,2 МЭКХ. 18—22 25 Растворимые и малорас- 
гетрабората молифиниро- творимые в воде. заря- 
с 754 ммоль 505 н ванная инк- жепные 1 пейтральные 
6.35 ммоль лолексгрином аналиты. энлогенные 
сулырат-В-цикло- составляющие 
| декстрима 
с Меганол © апето- Неволиый 2 25 — Наюлярные аналиты 
интрилом (50:50) КЭ 
н аммония ацета- 
гом (Г ммоль) 
Н Гситан (0.8%) 9.2 МЭЭКХ 20 30 — Заряжеиные и пейтраль- 


+бутанол-1 (6.68 
с 3.3% $125 в 

25 ммоль иагрия 
тетрабората 


пиче 
аналиты. эндогенные 
составляющие 


Примечаиие. ТТАВ — гриметилтетралсиил аммоний бромия; 5025 — иматрия ладенил сульфат. 

К настоящему времени значительное число различных классов токсикантов может быть 
пранализировано с помошыо метода КЭ. Прежде всего. это относится к лекарственным прена- 
ратам, наркотикам. нестицилач. 

Исследование хирольных наркотиков и лекарственных средств в биологических жидкостях. 
Для разпеления энантиомеров применяются многие типы добавок к электролитам. На- 
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нболее простой метол — это добавление к электролиту В-циклолекстрина. поскольку его 
конфигурация соотвстствуст большому числу контролирусмых всшсетв. Химически моли- 
фипированный пиклодекстрин. особенно сульфатное производное В-пиклодекстрина. поз- 
воляст разпелить хиралытые смесн со спектральным разрешением между энаитиомерамн. 
КЭ применяется для изучения метаболизма эпантиомеров наркотиков н лекарственных 
срелетв у человека. 

Пример использования метода МЭКХ в анализе наркотиков (лапные предоставлены Е.А. Си- 
моповым њ В.А. Калашинковым. 2004, рис. 6-66 я 6-67). Подобраны условия разлеления стан- 
дартной смеси наркотнков. содержащей морфин, колсин. героин, кокаин, амфетамин. ме- 
амфетамин. Разделенне проводили в кварцевом капилляре с внутренним диаметром 50 мкм 
и длинной 64.5 см на приборе НР-`Ю производства фирмы «Хыолетт Паккард» (США). Для 
обпаружения и идентификащии соединений применяли УФ-детектор с днолной матрицей, поз- 
волякиией производить измерение поглошсиня и занись УФ-спектра без остановки разделения. 
В качестве рабочего был использован буфер рН 9.5 слелуюшего состава: 8,5 мМ боратного буфе- 
ра: 8.5мМ фосфатиого буфера; 8мМ долепилсульфата натрия; 15% ацетонитрила. Пробы вво- 
лили в течение 10 с при лавлении 50 мБ. Темисратура разделения составляла 50 °С, напряжение 
30 кВ. Занись электрофореграмм проводили при длине волны 210 им. Перел каждым анализом 
промывали капилляр 0,1 н. раствором МаОН. затем водой. буфером и кондипионировали при 
нипряженни 30 кВ. Пробы вводили гилродинамически. Для нроверки восироизволимости вре- 
мени миграции в течение 3 мес периодически проволили неследования тестовой смеси нарко- 
тикон в выбранных условиях. Время миграции наркотиков воспроизводимо лля всех исслело- 
вапных наркотиков. Например. лля кодеина относительное стандартное отклонение времени 
миграиин за этот пернод пе превышало 0.5. 

Программное обсспеченис использованного прибора позволяст создавать собственные биб- 
лиотски спектров, по которым можно проводить сравнение получасмых в опыте результатов. 
В настоятее время созаана и активно пополнястся библиотека УФ-спектров наркотиков н 
других вешеств, которыс могут быть обнаружены. например в образцах опия и героина. Коли- 
чесгвепное определение наркотиков проволили на основании калибровочных кривых по стан - 
лартным растворам. лля построения которых использовали не менее 4—5 точек. Выбранные 
условия были использованы для исспелования 12 образцов опия и героина. а также образиов 
амфетамина, метамфетамина и кокаина, полученных из различных источников. По элеклро- 
фореграммам можно идентифицировать остювные алкалоилы опия: морфин. кодеин. тебаин. 


4.716 - Морфин 


6.271 - Кодеин 
8,787- Тебаин 


9.007 Героин 
10.142 -Папаверин 


13.308 -Носкапин 


2 4 6 8 10 12 14 16 18 т 


Рис 6-66. Фореграмма опия. Условия разлелсиня: кварцевый капилляр © внутренним днамегром 50 мкм 
и длиной 64.5 ем. Для обнаружения и идентификации соелиисинй применяли УФ-летсктор с диолной 
матрицей. позволяющей произволить измерение поглощения и запись УФ-спсктпа бет остановки разле- 
ления. Пояснение в тексте. 
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Рис. 6-67. УФ -летскиня ири разделении смеси наркотиков мегодом МЭКХ. Пояснение в тсксю. 


папаверин и носкапин; при полобранных условиях они полностью разлеляются и не мешают 
количественному онренелснию. Провсяспные исслелования показывают перспективность ис- 
пользования КЭ лля определения наркотиков. 

Пример использования метола КЗЭ-МС в лопинг-контроле при анализе образпов мочи на 
содержание оксибутирата (даниые ирелоставлены Анполоновой С.А., Архипепко И. В., 2003). 
Пробополготовка: аликвоту исследуемого образна мочи разбавляли листилнрованной водой 
в соотношении 1:4. Для прелотврашения лактонизации ў-оксибутировой кислоты добавляли 
Ә.н. раствор пачрия гилроксила. РН полученного образна мочи контролировали по инлика- 
торной бумаге со шкалой (рН среды 13.0—14.0). Предел детектирования 0.5 мкг/мл. Основные 
параметры определения метолом КЗЭ-МС представле в забяице 6-32. 


Таблиия 6-32. Параметры анализа методом КЗЭ-МС• 


Снстема капиллярного электрофореза 


Капилляр Кварисвый капилляр Весктап, ляина 100 см, 
диаметр У) мкм 

Буфер 10 мМ ацстаг аммония 

РН 14.0 

Приложенное напряжение 25 кВ г 7 

Термостатирование 25 °С 

Рсзультируюший ток 40 мкА ЕС ља = 

Инжектор Пробу вводили под лапленисм 0.5 рхі / 5 с (Е руі 


= 6594.76 Па) 
Масс-спектромезр 
Способ понизапии Зисктрораспыление 
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Окончанис тадя. 6-32 


Режим регистрации Регистрация отринителыних нонов 
Температура капилляра 325 "С 

Температура растыляющего газа 250 7С 

Скорость поғока раепыляющего газа 3 л/мин 

Напряжение на капилляре 3500 В 

Количество нопов при заданном времени након- 39 10 

ления 

Максимальное премя изоляции понов ЗЮ ме 

Днаназои сканирования 50—108 тир 

Напряжение па умножителе 1930 В 


+ Воспроилвоаимость метода зависит от засктропроволности мочн. 


Такнм образом, КЭ позволяег: 

• достигать высокой эффективности разделения с числом теоретических тарелок более 10 при 
хорошей массовой чувствительности до 10—10“ моль: 

• на одном оборуловании реализовать множество режимов раздсления с различной селектив- 
постыьо; 

• использовать малые объемы образца (несколько наполитрон), 

Малый расход растворителей и низкая стоимость других рисходных материалов, возможность 
сослипепия с различными детекторами, простота оборулования свилетельствуот о том, что в 
самое ближайшее время этот метод будет широко испольюваться лая решения залач ХТА. 

В России налажен серийный выпуск системы капиллярного электрофореза «Капель» — 
первого отечествениого семейства приборов. предназначенных для реализайии этого метода. 
В состав семейства вхолят 4 молификаини. аттестованиые как средства измерения. а именно: 
«Канель»”- 103Р. «Капель»”-1ОЗРТ, «Каиель»”-104Т н «Капсль»”-[05. Проходят аттестацию но- 
вейшие молели «Капель»"- 104М и «Канель»“-105М. Вынускаются опыгные модификации — 
элсктроинжекнионные анализаторы «Капель»"”-РЕ. Разрабатываются молели с встроенным 
блоком потенниала течения «Капель»”“-ПТ. Системы КЭ «Капель» препназначены для количес- 
твенного и качественного определения состава проб воисств в водных и водно-органических 
растворах. На приборах любой из молификаний могут быть реализованы метолики. относяши- 
еся как к варнанту КЗЭ. позволяюниему анализировать только ионные компоненты пробы, так 
и к режиму МЭКХ. предназначенной лля анализа ионных и нейтральных форм веществ. 

Новые технологии — мстаболомика и метабономика — широко используют МЭКХ для вы- 
явления различий метаболизма токсикантон у инливилуумов. Большинство исследований про- 
водятся относителью медленно (10—15 мин). Обычно в КЭ пробы анализируются сериями. 
при этом пропускиая способность прибора в срелием составляст 80—100 проб в депь. Эконо- 
мия времени может лостигаться путем сокращения процелуры пробоподготонки. что возмож- 
по. учитывая селсктивность КЭ. Другое преимушество — работа в коротковолиовой зопе УФ 
{менее 210 нм). что позволяст обнаружить токсикант без добавления явных хромофоров. 


6.3.6. Хроматографические методы 
с масс-спектральным детектированием 


Что такое истина? Соответсавие наших сужле- 
ний явлениям. 
д. Дидро 


Вдвойпе даст тот. кто лае! быстро. 
Сенека-старший 


Метоп масс-спектрометрии — наиболее быстроразвиваюшийся метол исследования моле- 
кул. который позволяст решать широкий круг аналитических залач. 
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Есть много определений масс-сисктрометрии. Лауреат Нобелевской премии по химии за 
2002 г. Д.Б. Фенн (Ј.В. Ғепп) прелложил такое: «Масс-спектрометрия — это искусство измерс- 
ния атомов п молекул с нелью определения их молекулярного веса. Такая информация о массе 
или весе иногиа достаточна. часто пеобходнма, но всегла полезна для идеитификации вешест- 
ва. На практике такое искусство заключается в размещеиии заряда на молекуле апализируемо- 
го всшества и дальнейшем наблюдении за траскториями движсния получасмых при этом иопов 
в вакууме под возлействием различных комбинаций электрических и магнитных полей. Суть 
лиииого мстола заключастся в прсвращснии исйтральиой анализируемой молекулы в ионы. 
Для неболыших и простых аналитов такая ионизания может быть осуществлена в газовой фазс 
при взаимодействии их с электронами. фотопами или лругими ионами. В последние годы уси- 
лия исследователей были направлены на разработку повых технологий для получения ионов 
настолько сложных и комплексных вешеств, что попытка их испарения и перевода в газовую 
фазу обычно приволит к частичному или значительному. а ипогда и к полному распаду иселе- 
дусмой структуры». 

Метод масс-сиектромстрии. в сочетапин с хроматографическими методами занимает одно 
из ключевых положений в ХТА как метол арбигражиого анализа, позволяющий проводить 
идентификацию неизвестных вешеств и их количественпое определение в широком дианазоно 
концентраций. Недаром за ним закрепилось название золотого стандарта. 

Основные определения и понятия. Сушествеиное отличие масс-спектрометрии от других ана- 
литических спектральных. например оптических, методов состоит в том. что оптические мето- 
1ы летекгируют излучение или поглошсние энергии молекулами или атомами. а масс-сисктро- 
метрин — непосредственио сами частицы вещества. 

Прибор. осуществляющий измерение отношения массы фрагмента молекулы к сго заряду. 
называется масс-спектрометр. Попалая в пего, анализируемые молскулы. послеловательно ио- 
низируются. получившиеся в результате этого ноны разделяются в зависимости от присущих 
им отношений массы к заряду и дстскзируются. Результатом этих пронессов является масс- 
спектр. который нссст в себс информацию о молекулярной массе апалита и сто структуре. 
Таким образом. масс-спектр ирелставляег собой совокупность данных об образующихся при 
опрелсаенпых условиях ионизации в результате распала конкретного вещества монах и их ин- 
тенсивности. 

Ларактеристический нон — обычно молекулярный ион или сто фрагмеиг, присутствие ко- 
тороғо в масс-спектре способствует илсптификации вещества, Иитенсивность ионов в масс- 
спектре, хотя иногла она опускается. выражается в процентах к интевсивпости максимального 
иона в ланном спектре и называется олиносительной интенсивностью. 

Масс-спектромегры любого вила обычно работают и двух режимах регистрации ионов: ска- 
нирования (САМ) полного или части днапазоиа величин отношения массы к заряду для иссле- 
луемого исщества или мониторипга характеристических ионов (сслективный ионный монито- 
ринг, УМ) этого и других вешеств в пределах опрелелениого залаиного времени (аме Иптс$). 

Важной характеристикой метола является отношение сигнал/шум. которое прелставляет со- 
бой отношение величины сигнала детектора к интеисивносги систематических и других помсх, 
вызваиных разными причинами. Обычно соотношение 3:1 считается лначимым с точки зрения 
регистраими свгиала анализируемого вешества. 

Диномический диапазон (в масс-сисктрометрии}. Если анализируют смесь. солержащую 
99.99% одиого соединения или какого-либо элеменга и 0.01% какой-либо примеси. то долж- 
ны быть уверены, что правильно определяют и то и лругое. Для того чтобы быть уверепным 
в опрелелении компонентов в этом примере. нужно иметь диапазон линейности в 4 порялка. 
Современиые масс-спсктрометры при оиреяеслении вещества оргалической природы имеют 
линамический днапазон в 5—6 порядков, а масе-сиектромсгры. предназпачсиные для элемент- 
ного анализа — в 9-—1 порядков. Динамический лиапазои в 19 порядков означает, что примесь 
в ирабс будет вилна лажс тогла. когла она составляет 10 мг на 10 т. 

Разрешение (разрешающая способность) масс-спектрометрии — количественная мера. ха- 
рактсризуюшая способность анализатора разделять ионы с сосспними массами или. иначе ғо- 
воря. оиределять точиую массу иона. Для магинтиых масс-анализаторов расстояние межлу 
пиками масс-спектра пе зависит от массы нонов и разрешение предетавляст собой величину, 
равную М/АМ. Эта величина. как правило, опрелелястся по 10% высоте пика. Так. папример. 


408 Глава 6 


разрешение 1000 означает, что пики с массами 100.0 в 100.1 агомных сдиниц массы (а.е.м.) 
отделяются друг от друга. т.с. не наклалываются видоть до 10% высогы. 

Дая анализагоров, у когорых расстояние между пиками менястся в рабочем лиапазоис масс 
(чем болыше масса. тем меныис расстояние). таких. как квацрупольныс анализаторы, ионные 
ловушки. времянролетные анализаторы. строго говоря. разрешение имеет другой смысл. Разре- 
меис. определяемое как М/АМ, в данном случае характеризуст коикретную массу. Эти масс- 
анализаторы принято оненивать по шириис пиков. величине, остаюшейся постоянной во всем 
диапазоне масс. Опа обычно измерястся на 50% их высоты. Для таких приборов ширина пика. 
на полувысоте равная |. является неплохим показателем и озиачает. что такой масс-анализатор 
способен различить номинальные массы. отличаюцииеся па 1 практически во всем его рабочем 
диапазоне. 

Номинальной массой или массовым числом пазывают блнжайшес к точной массе иона нелое 
число в шкале атомных слиини массы. Например. масса нопа водорола Н* равиа 1.00787 а.е.м.. 
а его массовое число — 1 ши! | Д. Такие масс-анализаторы, которые в осповном измеряют 
номипальпыс массы. называют анализаторами низкого разрешения. Ионные ловушки в узком 
днапазоие масс мозут работать как масс-спектромстры высокого разрешения, обеспечивая 
как минимум разделение пиков. отстоящих на 1/4 а.е.м. друг от друга. Масс-сисктромстры с 
двойной фокусировкой (магнитной и электростатической), ионио-циклотронного резонанса — 
приборы среднего пли высокого разрешения. Разрешения в иссколько тысяч можно добивать- 
ся при использовании времяпролетных масс-аналнзаторов. 

Разрешенис тесно связано с другой важной характеристикой — пючностью измерения массы. 
Измерение масс заряженных частии позволяет определять брутто-формулу исслелуемого вс- 
щества. Это возможно благодаря тому, что атомные массы элементов и их изотопов не являют- 
ся нелочисленными величинами. при чем установлено, что в ирироде соотношение изотопов 
одного и того же элемента обычно исизменно. 


Таблица 6-31. Точные массы стабильных изотопов легких эасмеитов 


Элемент Изотоп Точизя Частога 
масса встречяемосін 
|. | в ирироде 
Водород н 1.007825 99.955 
о 2.01418 0.015 
Углерол °С 12.0000 98.9 
"С 1300335 1.1 
Азот м 14.00307 99.63 
эм 15.0001 0.37 
Кислород "О 15.99391 99.75 
но 16.99913 0.04 
"О 17,99916 0,20 


Основываясь на даниых табл. 6-31, для иона с номинальной массой 28 Д можно подобод- 
рать следующие формулы: 


со №, СН.№: С.Н, 

Ке 12,0000 “м, 28.0062 с 12.0000 ЕЕ: 24.0000 

“о 15.99491 И, 2.0156 И. 4.0312 
21.99491 "М 14.0030? 28.0312 


2801867 


Молекулярные иоиы булут регистрироваться масс-спектрометром порознь при разрешении 
2500. а точное значение массы заст ответ. какой из газов регистрируется. Измерение точной 
массы доступно на ириборах с двойной фокусировкой или на тандемном квалрупольном масс- 
спектрометре. Масс-снектрометрия помогает устаповить молекулярную формулу анализируе- 
мого вешсства с достаточно высокой степенью надежности. Болсе того, при переходе к слож- 
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иым молекулам устаиовление изотоппого состава вещества позволяет решать ряд серьезных 
аналитических залач. например уставовление региона производства различиых наркотиков или 
определение потребления синтетических допингов (см. гл. 7 и 9). 

История развития масс-спектрометрии насчитывает более 100 лет. 


1598 г. — 
1901 г. — 


1905 г. — 
1945 г. — 


1912 г. — 
1913 г. — 


1919---1923 1г. 


1931—1939 пт. 


19-0)--1942 гг. 


1946—1948 тт. 
1953—1959 гг. 


1966 г. — 
1974—1950 ге. 
1951—1982 гг, 


1983 в. — 
№954 г. — 


1987 г. — 
1989 г. — 


1999 г. — 


20002 г. — 


Дж. Д. Томсон (1.1. Тћотѕоп) опрелелих отношение массы к заряду у электрона. 


В. Кауфман (№. Каийтапл) использовал прототип масс-спектрометра для измере- 
ния релятивистских масс электронов. 


Дж. Л, Томсон начал изучение положительных лучей. 

Дж. Л. Томсон удостоен Побелевской премин по физике за вклад в теорстические 
и практические исслелования элекронповолимости газон. 

Дж. Д. Томсон созлал первый масс-сисктрометр и получил масс-спектры молекул 
кислорола. азота. угарного газа. углекислого газа и фосгена. 

С помошью своего масс-спектрометра Дж. Д. Томсон открыл изотопы неона — 
исон-20 ни псои-22. 


Ф. Астон (Ег. Амоп} сконструировал исрвый масс-спсктрограф с разрешакицсй 
способностью 130. В это премя ему удастся измерить лефект массы. В 1922 г. 
ему присуждастся Нобелевская премия по химии за многочислениые открытия 
нерадиоактивных элементов, слсланные с применением масс-спектромелри. и за 
разработку правила нслых чисел в масс-снектрометрии, 

Е.О. Лоурени (Е.О. Іамтепсс) сконструировал циклотрон. 

Первые работы по масе-сискурометрии органических молекул. 

Дж. Маттаус (3. Мапаосћ) и Р. Хсрзог (К. Негов) разработали масс-спектрометр 
двойиой фокусировки. 

А. Демистер (Ат І. Острясг) разработал нскровую ионизанионную камеру. 

Ф. Астон скоиструировал масс-спектромстр с разрешаюшсй способностью 2000. 
Е.О. Лоурсни удостосп Нобелевской премии за разработку циклотрона. 


Е.О. Лоурени разработал промышыеииый способ получения ураиз-235 на основе 
метода масс-сисктрометрин. 

Разработана конисиция н созлан первый времянролстцый масс-анализатор. 
Запатснтованы квадрупольный масс-анализатор и нонная ловушка, 

Создан первый газовый хромато-масс-спектрометр. 

Открыта химнческая понизания. 

Вынушен первый жидкостной хромато-масс-спектроме!р. 

Промышленность ослоила выпуек отпосительно недорогих масе-селективных 
детскторов для газовой хроматографии. 

Создан нонизатор с бомбаряировкой быстрыми атомами (ГАВ) и с его помошью 
получен нервый масс-спеклр молекулы белка (инсулина). 

Изобреген термосирей интерфейс. 

М.Л. Алексзндров и Дж. Фени независимо аруг от лруга разработали элект- 
росирей интерфейс. 

Разработана ионизация лазерной весорбиией при содействии матрицы (МАЦОЙ. 
Х. Дехмелт (Н.С. Освтей) и В. Пауль (\. Раш) получили Нобелевскую премию 
за разработку иоцной ловушки. 

А. Макаров изобрел электрослагическую пониую ловушку. Эго изобретсине сей- 
час рассмагривается как самос крупное лостижение за иослелиие 20 лет. 
Нобелеиская премия но химии присуждена двум группам ученых, разработачиих 
два вила мягких методов десорбции и ионизании для масс-снектрального иселе- 
лования биологически актипных макромолекул: Дж. Фени (9.В. Репп) за разра- 
ботку электросирсй интерфейса (Е5р и К. Танака (Косм Тапака) за разработку 
метода МАБОТ, 


Оборудование лля провелення исследований методом масс-снектрометрии обычно состоит из 
нескольких оснопных блоков. На рис. 6-68 привслена приннипнальная блок-схема масс-спек- 


трометра. 


Системы ввода образиов были одиим из первых этапов в разработке масе-спеклрального 
оборудования. Это обусловлено необходимостью введения образнов, находящихся в условиях 


410 Глава 6 


Рис. 6-68. Прининпиальная блок-схема масе-спсктрометра. 


нормального атмосфериого лавления (760 торр. или мм рт. ст.) в прибор. анализирующие час 
ти которого функпионируют в условиях вакуума около 10“ торр. причем в момент ввеления 
исжелательиы скачки давления в ту или иную сторону. К настоянему момеиту разработано 
несколько подходов к решению этой проблемы. которые рассматриваются пиже. 

Прямой вв0д веществ в камеру ионизации используется тогда, когаз образец ие может быть 
проаиализироваи хроматографическими мстодами. В этом случас в зависимости от агрегат 
ного состояния образца применяют простейший метод введения газообразных либо жидких 
образцов в источник ионов через мембранный фильтр. Этот способ хорошо работаст с газа- 
ми. жидкостями и твердыми всщсствами с высоким давлением наров. В искоторых моделях 
предусмотрено пезначительное нагревание образцов до 100—150 "С. Приборы с такой сис- 
темой ввода. отличаюшиеся компактностью и простотой, широко используются в исфтега- 
зовой и химической иромышлеиности, а также в качесгие детекторон и сигиализаторон для 
мониторинга опасных вешсетв (обычио с молекулярной массой до 300 Д) в окружающей 
среде. 

Срели заких приборов много мобильных и компактных — для иселслований во внелабора- 
торных условиях. 

Классическими вариаптом рассматриваемого подхода является вакуумный шток с контро 
лируемой темперагурой. на коние которого расиолагастся виала (01р — Онес! Тиейюн Вгоре) 
или катод с наиесеиным на него образцом (РЕР Отеч Ехрозиге Ргобе), которые широко 
применяются для введения жицких и твердых образцов. Проба, помещениая в короткие капия 
ляры или металлические стаканы, через вакуумный замок пролавливается в ионизапиоиную 
камеру масс-спектрометра, где пронсхолит ее возгонка пол действием вакуума и повышенной 
температуры, намного болыней, чем при рассматриваемом рапсе прямом введении парообраз- 
ных вешеств. При таком введении к чистоте образца предъявляются повышенные требования 
Ниже приведены особсииости кажлого из этих подходов. 


Прямой ввод (ІР): Прямое испарение (ВЕР): 
® Образеп пахолится п микропиалс. •е Обр:зси панесси исносредствеино из катод иа- 
гревятеля 
• Нағрспание по лемпературной программе (ло  ® Баляистическое натревание для ускорения ис 
400 °С. максимальная скорость нагревания ло парения 
200 *С/мин). 
• Апализ гвердых проб широкого профиля. » Анализ высококипяших сослинений 


Современное оборудование позволяет использовать прямой ввод наиболее эффективно лая 
решения ряда залач ХТА и кримипалистичсского исследоваиия наркотиков. лекарств и дру 
тих объектов. В этом случае особенно полезной оказалась возможность использования масс- 
сисктромстра в режиме таидемной масс-сисктромстрии. Выбор характерного лочсрисго иопа 
интересующего аналита и интсгрирование профиля напуска как хроматографического пика 
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позволяют получать не только качественные. по и количествениые данныс о солержании ин- 
тересуюшего исследователя анализа. 

Некоторые велушие приборостроительные фирмы выпускают собственные модификапии 
устройств для прямого введения образцов. Например. устройство Спгопзаторгобе фирмы «Ва- 
грнан» (США) разработано на базе хроматоғрафичсского ипжектора лля газового хроматографа 
этой фирмы, оно оптимально полхолит для термически стойких соединений и позволяет вво- 
лить образен в масс-сисктромстр без нарушспия вакуума. Образеп помешается в микровиалу. 
имиульсно нагрсвасмую в зоне инжектора. После испарения проба по короткой переходной 
линни постунаст в масс-спектрометр и чиализируется в режиме электронного удара или хи- 
мической ионизации, Преимуществами той схемы яваяются отсутствие риска возиикновсния 
вакуумиой течи при постоянном вволе и выводе штоков ПІР и ОЕР. а также существенно 
менынсе загрязнение масс-анализатора компоиситами образиа (типичная ситуация при ис- 
парен иробы в области источника нонов). При работе с Сиготаюргобе все малолелучие 
компоненты матрицы остаются в микровиалс. С использованием такого устройства некоторым 
авторам удавалось исследовать ЛСД и его метаболиты в волосах наркоманов практически без 
пробонолготовки и за короткий промежуток времени ло 10 мин. 

Прямая ионизация объекта исследования как система введения анализируемого вещества в 
масс-сиектрометр в настоящее время активио разрабаиивастся фирмами-пронзволителями 
оборулования. Прямая ионизания прелназначена для исслелования высокомолекулярных вс- 
шеств с ирименением экзотических мегодов нопизапии: бомбардировки быстрыми атомами. 
ионизации коронарным разрядом и т.д. В анализе наркотиков практически ис используется. 

Жидкостная хроматография применяется лля висления в источник иоиов термолабильных 
веществ. разлеление которых метолом газовой хроматографии невозможно. При этом иод- 
ходе ионизация исслелусмых веществ осушествлястся мобильной фазой. В пастояшее время 
такие устройства (интерфейсы) межлу жидкостной хроматографисй и масс-спектрометрисй. 
как эљжктроспрей (51). химическая нонизания при атмосферном давлении (АРС). фотоио- 
низапия при атмосфериом лавлении (АРРІ). ужс вошли в практику многих лабораторий мира. 
Механизмы фуикционирования. возможности и недостатки этих и других способов будут рас- 
смогрены ниже. 

Газовая храматография паиболсс распростраисиная в настояшес время тсхника введсиия 
образнов в масе-спсктрометр. При такой системе введепия в источник ионов понадают газ- 
носитель. исследуемое вешество и нскоторое количество загрязвителей (стационарная фаза, 
масло). При использовании капиллярной колоики олин из се концов вволится испосредствен- 
но и источник ионов. При пспользовапин колонок большего диаметра применяюг различные 
молификации делителей и сплиттеров для уменьшения потока газа-носителя. Избыток газа- 
посителя удаляется из спектрометра с помошью насосов вакуумной системы. 

Методы ионизации. Нонизация — процесс. происходящий в ионизационной камере и при- 
водящий к образованию ионов анализируемого всщсества. Под методом ионизации нонимается 
механизм ионизации и в тоже время источник нонизании — устройство. внутри которого она 
осушествляегся. 

Все методы ионизании. применяемые в масс-спектрометрии. обычио можно разлелить на 
группы: протонирование. депротонирование (леиротонация}. катионизация, перенос заряжен- 
ных частиц из жидкой в газовую фазу. захват или ногеря электронов и др. 

Протонирювание является методом ионизанни. при котором к анализируемой молекуле при- 
соединяется иротои ия» песколько протонов. добавляя молскуле каждый раз +1 к сс обшему 
зарялу. Приобретенные таким образом зирялы, затем перерасирелеляются в сторону наиболее 
стабильных в элих условиях частей молекул. например аминогрупн, с образованием стабиль- 
ных катионов. Таким способом часто нопизируют иеитилы. Этот вид нопизации (рис. 6-69) 
характерен для ионизации лазерной десорбцией при содействии магрицы (МА1.РІ). элект- 
роспрей-иомизапии (Е$1) и химической ионизации при атмосфериом давлении (АРС). 

Депротонирование (депротопация} как метол ионизации заключается в отиятии у нейтраль- 
ных молекул протонов. приводящему к уменынепию на | суммарного заряла для кажлого 
изъятого протона. Эгот подход полпостью реализован в МАТ.РІ, ЕЗ и АРС] при исследова- 
нии веществ кислотного характера. таких, как фенолы. карбоновые и сульфоновые кислоты 
(рис. 6-70). 
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Рис. 6-69. Схема прохонирования и получаемый спектр. 


М-Н м-н 


Относительная интенсивность, % 


10 ті 350 


Рис. 6-70. Схема депротопирования (лепротонации) и масс-сисктр отрииатсльных монов сналовой кис- 
лоты. 


Катионизация как мстод ионизации заключается в образовании заряженных частиц, не обра- 
зующих ковалентные связи положительно заряженных ионов и нейтральных молекул. Оспов- 
ным огличием этого механизма ог прогонировавия является использование таких катионов. 
как катионы щелочных металлов или ааюминия. Этот подход оказался полсзен для нестабиль- 
ных ири протонировании молекул. так как уменьшаются лелокализаипя заряда в молекуле и. 
следовательно, ее фрагментация (рис. 6-71). Этот мегод может быть реализован с применением 
МАГИ. Е51 и АРС]. 

Перенос заряженных веществ в газовую фазу обычио осуществляется путем десорбции или 
распыления жилкости в газ. МАПІ и Е$]| достаточно просто реализуют па практике этот при- 
ем. На рие. 6-72 показан масс-спектр положительных ионов летрафенилфосфина. полученный 
с применением такого метола иопизании- 

Электронный удар как метол ионизапии осушествляется при бомбарлировке нейтральных 
молскул анализируемых вешеств пучком электронов опречсленной энергии. При этом молеку- 
ла теряст электрон и получает заряд |'. который быстро перераспрелелястся. образуя радикалы 
и катионы. Этот вид ионизации наиболее полходит для относительно нсполярных иизкомо- 
лекулярных веществ. При этом обычно хорошо вилна фрагмситацня исследусмой молекулы 
{рис. 6-73). 
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Относительная интенсивность, % 


230 


Гексахлорбензол 


туг 


290 


Рис. 6-74. Схема ионизации захватом электрона и масс-спектр тексахлорбензола 


Преимущества и нелостатки методов ионизации привелсны в табл. 6-32. 


Таблица 6-32. Методы ионизации. их пренмушества и нелостатки 


Мегол нонизания 


Протонирование. образуются 
положительные ноны 


Кагионизаиия, обра зуются по- 
ложительные ионы 


Дсиротопирование (депрот чта - 
пия). образуются отрицатель- 
ные иопы 


Перенос заряженной молекулы 
п газовую фазу, образуются по- 
ложнтельные и отрииательные 
ноны 


Электронный улар, образуючся 
положительные помы 


Электропный захват, образуют- 
ся отринагельные ноны 


Пренмущества 


афи. Недостатки 


Многие вешества могут прини- 
мать протоны и понизироваться. 
Проводится с номонию 251, 
АРС. МАГЕ, ВАВ, СІ (ем. 


| табл. 6-33) 


Многис вещества способны 
вззимодействовать с канюнами 
Ма? илн К> и нопизироваться. 
Проводится с помошью ЕІ. 
АРСІ. ГАВ. МАО 


Наиболее подходит лля иссле- 
донания вешесев кислотного 
характера. 

Проволится с помошью ЕЅІ, 


АРСІ. РАВ. МАТО. 


Подходит только хля вешеств. 
которые в растворе уже нахо- 
длятся в ионизироланной форме. 
Проводится с помошью ЕЅЇ, 


‚ АРСІ. РАВ, МАТ.РІ 


Наблюаастся ири понизации 
электронами и может ирело- 
стапить ипформапию о модеку- 
лярной массе и фрагментации 
анализируемой молекулы 


Наблюдается при понвании 
электронами и может прело- 
ставить информаиию о модеку- 
ляриой массе и фрагментации 
анализируемой молскулы 


Многие вешества нестабильны 
ири прогонирования. наири- 
мер угленолы. или пе могут 
принимать протоны, например 
углеводороды 

Фриғмептацня затруднена наи 
вообще ие осуществляется при 
работе в тамлемиой масе-сискт- 
рометрии 


Очспь спенифична и чувстви- 
тельна к структуре пешества 


Нспопизированные в растворе 
вещества не определяются 


Часто нолучаемая фрагментация 
слишком избыточна. 

Имеются грудпосги в опредс- 
лении молекулярного нона, что 
созласт проблемы в влеитифи- 
капии в интериретации нолу- 
ченных результатов 

Часто получасмая фрагментания 
слишком избыточна. 

Имеются трулности в опреде- 
ленин молекулярного пона, чго 
созлает проблемы в идеитифи- 
кации н интерпретации полу- 
чениых результатов 


Источники нонов. Только четверть века назад исслелователи в области фармакологин. бно- 
химии и судебной мелицины начали использовать в своей работе масс-спектральное оборудо- 
вание. Его возможности были ограиичены исследованием относительно низкомолекулярных 
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вешеств и газовой фазе. иоиизация которых нроисходила при помоши электронного улари. 
Олнако сейчас ситузния зиамительно изменилась. неларом мировое научиое сообщество при- 
сулило так много самых престижных премий разработчикам, добиншимея успехов в создании 
новых полхолов к масс-спектральным исслелованиям. В табл. 6-33 принслены отдельные раз- 
паботки в этом илиравленин. которые уже используются в ХТА нли существуют прогнозы об 
их возможном п успешиом применении в будущем. 


Габлина 6-33. Источники нониззиин. условиые сокращения и принииинальные схемы рункинониропа- 
ния 


Источник ноннзации Условное Схема функционирования 
сокращение 

Электросирей Е5І Выпариванине заряженных капель 
Наиоэяектросирей папоЕ$] Вынариванис заряженных капель 
Химическая нанизация при АРС Коропариый разрял и перенос протонов 
агмасферном давлении 
Монизапня лазерной ассорб- МАЛ Абсопбиия фотонов н перенос протонов 
имей при содействии марины 
Фогонопизаиня ири атмос- АРРІ Абсорбпия фотонов и псрспос нротопов 
ферном лавлении | 
Бомбардировка быстрыми РАВ Десорбиия ионов и перенос протонов 
атомами 
Элсктропный улар ЕІ Электронный пучок и перенос электронов 
Химическая СІ Персное протонов 


ионизация 


В пастояшкее время за рубежом наиболсе широко расипостраиенными источииками ионов 
являются МАГОГ и ЕЗІ, а также в некоторой степени АРС] (рис. 6-75). В нашей стране в 
основном применяют ириборы с электронным уларом и иногла как опцию химическую но- 
низанию. Однако за последнее время такое положение стало выравниваться, хотя не очень 
быстрыми темпами. 

Электроспрей (заектрораспыление). Элсктросирей свовм появлением в конце ХХ вска иро- 
извел революцию в масс-спектромегрии. Хотя сама идея электрораспыления не была нова — 
почти за полвека до этого Чапмен проводил эксперименты этим методом ионизации. в 60-ҳ 
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Рис. 6-75. Сопремениые источиики номов. типичные диапазоны измеряемых масс п чувствительность 
исслечоваиний. 
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Рис. 6-76. Принципиальная схема работы электроспрея. 


годах ХХ века Дойл вновь ввел его в практику исследований. Он же открыл явление много- 
зарядпости молекул. Олнако Дж.Ь. Фенн и соавт. виервые применил электрораспыление для 
введения жидких проб (рис. 6-76) в масс-спектрометр. за что в 2002 гол получил Нобелевскую 
премию по химии. 

Принцип лействия электрораспыления заключается в сзслуюшем. Подвижная фаза из ВЭЖХ 
полается в канилляр. заканчивающийся иглой с лиаметром отверстия 0.1 мм. на которую по- 
вается высокос напряжение порялка 6 кВ. На выхоле из иглы в источнике попов образустся 
аэрозоль из заряженных капель с высоким поверхностным зарялом. Эти капли движутся к про- 
тивоэлектроду. В том же направлении уменьшается давление. хотя оно булет оставаться почти 
атмосферным до самого противоэлектрола. По мере продвижения капли теряют растворитель 
и становятся все меньше. Этому способствует имеющийся на них зарял. Пронесс идет до об- 
разования микрокапсль. содержащих одну заряжсиную часгицу. когорая переходит в газовую 
фазу после уданения остатков растворителя (рис. 6-77). 

Схематически показанный па рис. 6-77 процесс нонизапии на самом деле гораздо сложнее, 
Зарял. подаваемый па канилляр. приводит к образованию так называемого конуса Тейлора, ко- 
торый оказываег существенное влияние на весь процесс в целом. Болышцое значение для успсха 
ионизации имест скорость полачи полвнжной фазы. Обычно оптимальным потоком считается 
1—50 мкл/мин. При продувке азотом источника ионизапии от противоэясктрола к капилляр} 
улуишаются условия выпарнвания жидкости. и скорость подачи полвижной фазы увеличива- 
ется ло 200 мкл/мин. На современных приборах предусмогрена үстаповка дополнительных 
устройств, позволяющих работать со скоростями подвижной фазы до 2 мл/мин. 


Противоэлектрод 


зариженные 1 
капли 


Рис. 6-77. Схсма образования микрокапель н перехода веществ из жидкой в газовую фазу. 
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Электрораспыленис широко используется как рутинный метод при исследовании нептидов. 
белков. углеволов. небожыних по ллине олигонуклеотнлов. снитстических полимеров и липи- 
лов в мединине. биохимии и других областях. Метол хорошо зарскоменловал себя при прове- 
лении ХТА. Он илеально подхолит лля сочетания с ВЭЖХ н КЭ. 

При использовании нотоков до 20 мкл/мии качественный масс-спектр можно получить при 
ввелспим в прибор не болес 1 амоль (10-" М) всшсства. и в тоже время максимальная молеку- 
а. когорую удалось анализировать этим методом. — молекула ДНК бактериофага Т4. масса 
которой составила 110 000 000 Д. 

Олиим из преимуществ Е51 является возможность измерять массы высокомолекулярных вс- 
шеств. При этом исиользуется одна из особенностей масс-снектрометрии, которая заключается 
в измерении не самой массы иона. а отношения его массы к зарялу. В связи с этим большие 
молскулы, имеющие молекуляриую массу 50 000 Д и зарял 100-. будуг измеряться так же. как 
поны с молскулярной массой 500 Д и олиночным положительным зарялом. 

Важным фактором, влияющим на качество получасмых результатов при использовании ЕЗ. 
являстся выбор растворителя для нолвижной фазы. Растворитель нолбирастся на основе рас- 
творимости в нем анализируемого всщества. летучести этого растворителя и способности сго 
отдавать протон. Типичпые растворитсли лля рассматриваемого метола: метанол. метанол — 
вола (50:50) или смесн ацетоннтрила с водой. В мекоторых случаях для улучисиия растворимости 
аналитов применяют апротоиные растворители. такие. как смеси лиметилсульфоксила (ДМСО) 
с водой (ло 10% ДМСО) или изопропиловый спирт. Чистая вола тоже может использоваться для 
разлелспия исществ с нослелующим опрелелеинем их при помоши Е$1, ознако при этом нужно 
помиить, что вода имеет низкую летучесть и давление иасымениых паров. что приводит к сниже- 
нию селективности и чувствительности определения. Таким образом. лобавление в жидкую фазу 
легколетучих компонентов приволит к повышению чувствительности оирелеления веществ. 

Для палежноғо определения искоторых веществ к подвижной фазе требустся лобавлять хло- 
роформ и 0.1% раствор муравьиной кислоты. Этот подход широко применяется при исследо- 
ваинях нерастворимых в воле вешеств. Также лля повышения чувствительности часто исполь- 
зуют калий- или нагрийсолержашие буферы. Однако нслетучис остатки после их испарения 
могут повредить спектрометр. Лучшим выбором в этом случае являются летучие буферы на 
основе анетата или формиата аммония. 

Особенно много внимания сейчас уделяется разработке методов профилирювания физноао- 
гически активных веществ с целью выявления на ранних стадиях различных заболеваний или 
упогребления активных веществ. В Антилонинговом центре Москвы проволятся исследования 
в ланном направлении, в гом числе с помошью электроспрея. Ниже приведены результаты 
получения профилей глюкокортикостсроилов и стсроидиых гормонов (2006). Исследования 
проведены па оборудовании 1100 НРС ав ШС/М5р Тгар 51. фирмы Аріст в режиме элек- 
трораспыления с регистрацией отрицательных понов. На рис. 6-78 приведены профили этих 
вешесгв у здорового и больного сахарным диабетом. 

Молифицированный метод Е$1 иазывается нанозлектроспреем (папо-ЕЅ1), в котором за счет 
резкого уменьшения скорости потока подвижпой фазы ло нескольких десятков или сотен на- 
нолитров в | мин удалось на 2—3 порялка улучшить эффективность образования ионов анали- 
зируемого всшества. Консчные заряженные частицы в этом методе имеют размер в несколько 
раз меньше. чем в классическом варнаите. Еще олним ирсимуществом метода является сниже- 
ние количества необходимого лля исследования вещества и времсии анализа. иногла и первое. 
и второе ловольно значительное. 

Недостатками метода считают болыную зависимость результатов от чистогы пробы и ис- 
пользусмых реактивов. 

Химическая ионизация при атмосферном давлении (АРС) широко используется пля соелине- 
ния жидкостного хроматографа и масс-спектрометра уже с 70-х голов ХХ вска. Этим методом 
генерируют ионы непосредственно в растворе и апализируюг как полярные. так и неполярные 
низкомолекуляриые вешества. например гормоны. стероиды. иссгиинды, лекарегвсиныс пре- 
параты, молекулярной массой ло 1200 Д. Этот метод довольно близок к электроспрею. Прин- 
инпиалыня схема провсасиня АР] представлена на рис. 6-79. 

Механизм АРСІ: поток подвижной фазы из колонки направлястся в распылитель. где пре- 
врашается в мелкодисперсный аэрозоль под действием пагретого ло 350—500 °С газа, чаще 
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Рис. 6-79. Приниипиальная схема источника понов в АРСЬ 


всего азота. Полученная смесь попадаст в область ионизации. которая осуществляется под 
действисм коронарного разряда. так как в этой области источника нопов поддерживается ат- 
мосфериос давление. Иногда вместо коронарного разряда используют слабые эмигтеры эиск- 
тронов, например фольгу из №. В этих условиях происхолит химическая ионизация анализа, 
В качестве реактанта выступает полвижная фаза. 

Рассматриваемый метод нонизации наиболес подходит для исследования низкомолскуляр- 
ных веществ. Ниже в качестве примера приведены результаты проверки фармакокинстических 
параметров нового лекарственного срелства моксонндина. который является аналогом гипо- 
тензивного средства клофелина. Действующая доза его ниже. чем клофелина. Количественное 
определение моксонидина проводили в плазме крови добровольцев, получивших разовую дозу 
моксонидина 40 мкг через рот. Исслелуемые вешества выделяли из плазмы крови при помощи 
ТФЭ. Условия хроматографирования: колонка 150 мм ХОВВАХ Есірѕе ХОВ-СІЗ с разме- 
ром зерен 3 мм. Изократический режим. Подвижная фаза 10% аиетонитрила в буфере 5 мМ 
формиата аммония в дистиллированной воде с добавлением муравьиной кислоты. Скорость 
0.7 мл/мии. Интерфейс — АРС!. Режим исследования: продукты распала молскуляриого иона 
моксонидина (242 т/х) и клонилина (230 п1/2). Предел обнаружения метода составляет 0,01 нг/мл 
моксонидина в плазме крови. Стеиспвь извлечения моксоннлина из плазмы крови составила 
72 + 2%. Цикл анализа 6 мин (рис. 6-80). 

Данный метол ионизации иримсним, так же как и ЕЗ1, в режиме положительных ионов, 
когда происхолит протонированис исследуемых молекул, или в режиме отрицательных ионов. 
Фрагментация в этом методе по сравнению с ЕЗЁ ниже. также не образуются или образуются 
в меньшей степени мпогозарядиые ноны. 

Фотононизация при атмосферном давлении (АРР) — метод ХХІ века — только в последние 
годы завоевывает внимание исслелователей. в том числе и экспертов в области ХТА. В этом 
методе относительно ненолярные вешества понизируются прямо в растворе. Так же. как в ме- 
тоде АРС. ноток из колоики попадает в нопизационную камеру. Ошзако затем он облучается 
УФ-светом, обычно от криптоновой лампы мошностью 10— 10.6 эВ“, что приводит к мониза- 
пии молекул апалита. Часто АРРІ бываст более чувствитсльиа, чем Е51 и АРСТ при меныием 
значении параметра сигнал/шум и меньшем фоповом шуме. Это происходит из-за высокого 
потенциала попизании меганола м волы (10.85 и 12.62 соответственно), которые криитоновой 
лампой не ионизируются. 

Нелостатком Е5І и АРС! являстся образование фоновых побочных ионов с используемым 
растворителем. Кроме того. при использовании ЕЅЕ наблюдается подавление образования ио- 
нов, а применение АРСІ требует для испарения высокой температуры — до 350—500 °С. кото- 
рая можег привесги к терморазложению аналитов. 


• Электпоивольт. внесистемная слонина энергии. применяется лля измерения энергии и массы микрочастни: обозна- 
чение эВ. 1 2В=1.602х10 "Дж=1.602%10 эрг. Кратные единицы: І кэВ= №" эВ, 1 МэВ=10° эВ, 1 ГэВ=10 ЭВ. 1 атомная 
лпмипи массы соответствует 911.5 МОВ. 


420 Глава 6 


х10' +М92(242.0), 1.2-3.1 тіп 


Относительная интенсивность 


100. 120 140 160 180 200 220 240 тг 
сн, 
| 
а) м сн, 
СТ 
аа, М. м 


Рис. 6-80. Масс-сиектр моксонидина в условиях АРС]! в МС-МС и 
его структуриая формула. г 


В АРРІ понизация проходит по двум возможным механизмам. 

Первый — это прямое фоторазложенис, при когором аналит теряет электрон и генсрируется 
радикальный положителы!о заряженный иои. Мошность облучения полобрана таким образом. 
чтобы она ирсвышала потенциал ионизации исслелуемых веществ. нс влияя на растворители 
и возлух. Поскольку на ионизацию затрачивается минимум энергии. фрагментация молекул 
минимальна. 

Второй, очень похожий на АРСІ. механизм — это индуктированная фотопами химическая 
нонизания при атмосферном давлении, которая может продуцировать в результате протониро- 
вания ионы МН” или в результате потери протона ионы (М-Н). Для инициании химической 
ионизации под воздействием света в элюент лолжси быть добавлен спсниальный инициатор 
(дДорап!). причем для положительной и отрицательной иопизацин лолжны использоваться раз- 
ные вещества. Обычно эту роль выполняет аистон или толуол в работе с положительными 
ионами. Хотя иногла ацетон используют и для отрицательного режима регистрации ионов. 

Ионизация лазерной десорбцией при содействии матрицы (МАЮ) — метол ионизации высо- 
комолекулярных нелегучих и термолабильных веществ. Это направление активно развивается. 
однако применение этого метода при работе с вешествами. имеющими молекулярную массу 
менсе 700 Д, возникают определенные сложности. Позлому этот способ ионизапии практичес- 
ки не применяется в ХТА. Аналогичная картина наблюлается и с лругим мстодом ионизации — 
бомбардировкой быстрыми атомами (ЕАВ). 

Нонизация электронным ударом (Е1). В нашей стране при провелении ХТА ЕЁ является са- 
мым широко применяемым методом. Это обусловлено тем. ЕІ позволяет проводить рутииные 
измерспия небольших гидрофобных, термически стабильных молекул и получать чрезвычайно 
полезную информацию о фрагментации анализирусмой молекулы для идентификацин токси- 
канта. Широкое расиространсние метода. болыное количество высококачественных прибо- 
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ров. с олной стороны. стабильность получаемой картины фрагментации. востпроизводимость. 
хорошая предсказуемость и объяснимость получаемых результатов — с другой. позволили к 
настоящему времени собрать обширные библиотски масс-спектров различных гоксикашов и 
их метаболитов. Число веществ в таких базах данных составляет несколько сотен тысяч, а чис- 
ло снектров лля одного вешества может лохолить ло нескольких десятков. Во многих случаях 
нлентификация всшеств осушествляется путем поиска масс-спектров по таким библиотекам. 
Например. при обнаружении нескольких масс-спектров. близких с искомым и соотвстству- 
ющих олному веществу. но снятых в немного различаюшихся условиях. можно утверждать с 
очень высокой лолей вероятности о том. что идентификация неизвестного вещества проведена. 
При использовании современных срсаств вычислительной техники и спсциализированного 
математического обеспечения такая информация может быть получена в теченис нескольких 
десягков секунд прямо во время проведения хроматографического анализа. 

Особенностью оборудования является необходимость нахождения анализирусмой пробы в 
газовой фазе и при лостаточно высоком вакууме. Для этого твердые и жидкие образцы ана- 
лизируют путем использования устройств для прямого введения (ввода) образпов (см.выше). 
Другой путь — это использование капиллярной газовой хроматографии для ввеления образиов. 
Современное оборуловапис позволяет работать с капиллярными колонками с внутрсиним лиа- 
метром 0.25—0.32 мм. непосредственно введенными в источник понов. 

Обычно ионизацию электронным ударом используют для исследования вешеств с моле- 
кулярной массой 400—500 Д. Более тяжелые вешсества труднее исреволятся в газовую фазу, 
подвергаются термическому разложению или при фрагментании дают трулноинтерпретирус- 
мые спектры. Расширению лизпазона ноиска исследуемых вешеств служит дериватизация. при 
которой получаются по сравнению с исходиыми вешествами более лстучие и стабильные при 
нагревании. имеющие другие пути фрагментации. Таким способом удастся максимально под- 
нять верхний предел молекулярной массы исслелусмых вешеств ло 700—800. реже 1000 Д. 

Механизм формирования положительных ионов при электронном уларе заключается в сле- 
дуюшем. В источнике нонов за счет нагревания нити накаливания и электрических полей 
формируется пучок электронов мощпостью 70 эВ, и анализирусмая молскула в газовой фазе 
прохолит через него. При этом электроны передают часть своей кинетической энергии прохо- 
ляшей молекуле. происходит погеря электрона — ионизация молекулы. Ббльшная часть из 70 
эВ теряется. но остаточной зенргии (около 6 эВ) хватает для начала процесса фрагментании. 
Заряженная молекула преврашается в молекулярный поп с последующим образованием ионов 
фрагмеитации и нейтральных фрагментов. Процесс захвата электронов практически всегда 
менее эффективен. и только вещества, имеющие большое сродство к электрону. ионизируются 
путем присоединения электрона (рис. 6-81). 

Аимическан ионизация (СР) часто используегся для исследования образиов, рансе анализи- 
ровавшихся с применением метола ЕІ. В таком варнантс получаемая информания значительно 
дополияет друг друга. Если Е] прсдоставляст информацию о фрагментации анализируемой 
молекулы, то СІ за счет резкого снижения фрагментации и увеличения молекулярного иона 
наиболее полхолит лля определения массы вещества. 

При СЕ вещества попадают в исгочник ионов. так же как и при ЕІ. Процесс нонизации ини- 
циируется специальным газом-реактантом. подаваемым в камеру ионизации и который под 
возлействием электронов нонизируется сначала сам. Обычно в качестве такого газа выстуиают 
метан. изобутан или аммиак. Высокое лавленне газа-реактанта в истоэнике ионов приводит к 
взаимодействию его с полученными ионами и апализирусмыми молекулами: 

Реагент (К) + еэ В" +2е 
В + КН ә ВН + А 
КН“ + аналит (А) > АН? + В 

В отличие от ЕІ. в этих условиях образуется молекулярный ион аналита и практически по- 
завлястся его фрагментация. С лругой стороны. требования к термостабильности и способнос- 
ти вещества переходить в паровую фазу без разложения в СІ те же. что при ЕЁ. 

При химической ионизации используются в качестве аналитического сигнала как поло- 
житсльные, так и отрицательные ионы. Для масс-сиектрометрии отрипательных ионов при 
химической нонизации (МСР необходимым условисм являстся присутствие в структурс ана- 
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Рис. 6-81. Схема фуикиионирования источ- 
ника ионов при электроином уларе. 
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лизируемого вешества заместителей с высоким сродством к электронам. например галогенов. 
ннурофенильных групп и др. Присутствие их может повысить чувствительность определения 
вещества с использованием МС на 2—3 порялка по сравнению с ЕІ. По мнению многих авто- 
ров. использование МСТ в хромато-масс-спектрометрии позволяет достичь наибольшей чувс- 
твительности для низкомолекулярных всшеств. Возможности МСЕ мне больше расширяются 
при введении в анапизирусмос вешество электронозахватных групп при его лериватизании. 

В табл. 6-34 привезены сравнительные характеристики мстолов (источников) ионизации. 


Таблица 6-34. Сравнительные харакгеристикя методов источников ионизации 


Методы | Молеку 


ры 


ЕІ 


Приме- 
чани 


№по- 
Е$1 


Приме- 
чание 


АРС] 


Приме- 
чанне 


АРРІ 


Приме- 
_ чание 


рная Влияние — Деградация Смесь Совместимость с  Чувслвигельность, 
_ матрицы аналитов вешеств ВЭЖХ-МС г 
70 000 Пет Мет Анализ Очень 10-12-1050 
иногда хорошая 
затрул- 
нен 


Очень хороню приспособлен для работы с ВЭЖХ-МС. сильное влияние па резульгаг ока- 
зывают соян, возможна работа с многозарядиыми ноиами, омеси могут оказывать сильное 
влияние на ионизанию. мягкая монизация. т.е. набяюластся низкая фрагментания 


70 000 Нет Нет Анализ Хорошая. но 10—10" 
иногда низкие скорости 
зағруднен, потока могут вы- 
но но звать проблемы 
сравне- 
нию с Е%1 
влияние 
меньне 


Относительное слабое влияние солей на пронесс нонизации. возможна работа с многоза- 
рядиьми ионами. но при исследовапии смесей возможно сильнос подавление ионизации, 
мягкая ионизация, т.е. иезначительная фрагментания. 


1200 Нст Термараз- Анализ Очень Выше 
рушение иногда хорошая 10-3 
затрул- 
нен 


Очень хорошо приспособлен лля работы с ВЭЖХ -МС, ловольно сильнос влиянне на ре- 


‚ зулыат оказывают соли. хорошо подходит для исслелования гиярофобных вешести 


1200 Нет Фотодиссо- | Анализ Очень Выше 


циация_ возможен хорошая 0% 
Очень хорошо приспособлси для работы с ВЭЖХ-МС, довользо сильное влияние на ре- 


1 зультат оказывают соли, хорошо полходит для исследования гидрофобных вешестн 
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Окончание таби. 6-34 


МАЮ, 300 000 Да ‹Фотодис- Хоропние Хорошая 19-5 
сопиация резуль- 
и взаимо- таты для 
действие с смесей 
матрицей 
пробы 
Приме- | Иногла сои могут подавлять ионизацию. очень хорошая чувсгвительность, при исследо- 
чапис вании низкомолскулярных нонов иногда возникают проблемы с фоном матрицы, мягкая 
нонизация. возможна фотолиссоииация вешеств. метод подходит для комилексных смесей, 
есть ограничения прн рабоге с многозарядными ионами, что снижает возможности приме- 
нения при МС-МС 
Е! 500)—800 Пет Термоде- Отранн- | Очень 10" 
гралация зенное ограничена 
нриме- 
имение в 
ГХ-мМС 
Приме- | Хорошая чупствительность. получение уникальных ланных фрагмеитации. коммерчески 
чание | достуины обширные базы данных по фрагментации, содержащие до нескольких сотен ты- 
сяч спектров. осповная проблема при анализе биологических объекзов— 1ермодссгрукция 
веществ. ограниченный дианазон анализирусмых масс 
СІ 500—800 Нет Термоде- Ограни- Очень 102 
гралация ченпое ораинчена 
приме- 
нение в 
ГХ-МС 
Приме- | Более мягкая ионизация но сравнению ЕІ. проблемы с термолегралацией 
чание 


Примечание, Использованы материалы Тп Ѕегіррѕ Сетег Гог Маѕѕ Ѕресіготетгу 10550 М мн Тотгеу 
Рлеѕ Вола 1л ЛоПа, Сага. ЏЅА. 


Масс-анализаторы. После проведения ионизации образна одним из описанных выше ме- 
тодов сумма образовавшихся ионов попаласт в масс-аиализатор. За время развития масс- 
спектрометрии разработано несколько видов таких анализаторов. Каждый из них имест свои 
преимушества и недостатки. а самое главное. свою стоимость. порой немалую. При выборе 
прибора необходимо четко прелставлять круг залач, которые планируется решать с его помо- 
шью. и насколько ючны и алекватны поставленным залачам будут получасмые с их помощью 
результаты. 

В оснонс качественных характеристик любого масс-анализатора лежат быстролействие. точ- 
ность определения массы и его разрешающая способиость. В ХТА чаше всего используются 
магинтные сскторные анализаторы. квазрунольные фильтры и квапрупольные фильтры — нон- 
ная ловушка. В этом разделе прелсгавлены некоторые новыс анализаторы, появившиеся в 
последнее время. 

Какой бы конструкции ни был масс-анализатор, какой бы механизм иоиизации ни приме- 
нялся. всегда нужно помнить о том. что масс-спектрометры измеряют не массу, а величину 
отношения массы нона к его зарялу. 

Этот факт часто приводит к серьезным затруднениям в интерпретации полученных резуль- 
татов. Например. ион (С„Н„М№„О.):’ имест молекуляриую массу 976.5 Д. а отношение массы 
к зарялу 488.3. 

Получение многозарялных ионов характерно пля ВЭЖХ или КЭ и ионизапионных метолов. 
разработанных пля них. например ЕЅІ. Для газовой хроматографии больше характерно обра- 
зование однозарядных ионов. 

Как отмечалось выше, основными характеристиками работы масс-анализиторов являются: 
точность. разрешающая способность, диапазон измеряемых масс. скорость сканирования и 
возможность проведения многократного сканирования масс (МС-МС). 

Точность масс-анализатора опредслястся стабильностью и разрешающей способностью при - 
бора. Например. нри заявленной точности 0.01% прибор надежно определяет молекулярную 
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массу иептида 1000 Д с ошибкой + 0.1 Д ияи ляя пептида с молекулярной массой Ю 000 Д с 
оншюкой +Е.0 Д. 

Диапазон масс масс-анализатора — один из осповпых параметров прибора. Например. лля 
квапрупольного фильтра типичный лнаназон составляет 3000 1/7, лля магнитного секторного 
прибора — ло 10 000 пу/2. а у времянрояегного лианазон практически не лимитируется. 

Возможность мс-ме-анализа представляет собой позможиость масс-анализатора проволить 
мпногократиюе циклическое исследование выбранных понов. Например. проводится исслело- 
вание вешества. выбирается сго характеристический ион. фрагментация которого исследуется. 
снова выбирается характеристичсский поим и иселелуегся его фрагментация с целью выбора 
характеристического мона и так далее. Под этим процессом подразумевается таидемная масс- 
спектрометрия или МС”. Указациой способностью облалают лишь некоторые масс-анализато- 
ры. Их характеристики будут рассмотрены ниже. 

Скорость сканирования — важисйная характеристика масс-анализатора. Многие из мих обла- 
лают низкой скоростью. для сканирования полного диапазона требустся несколько секунд. Здесь 
необходимо огметить, что типичная ширина хроматографического пика в каииллярной хрома- 
тографии составляет 2 с. С другой стороны. времяпролетный анализатор способен провссти пол- 
ную развертку по всему диапазону измеряемых масс за иесколько миллисекуил и даже менынс. 

Магнитный секторный масс-спектрометр. Данный масс-анализатор исторически был пер- 
вым. Первые приборы с таким анализатором появились в 50-х годах ХХ века. Фактически 
они представляют собой комбинацию из большого электромагнита и искоторого вида элек- 
тростатического фокусируюшего устройства. На рис. 6-$2 показана схема такого анализатора 
двойной фокусировки. 

Принци работы заключается в том. что ионы из источника ионов при помощи ускоряю- 
шего поля и системы электролов попадают в магнитный сектор анализатора. Сканирование 
напряженности магнитного поля нриводит к фокусировкс ионов в определенном месте апали- 
затора мониторной шсли. Злесь ионы собираются в соотвелетвин со своими массами. Для но- 
лучения спектра высокого разрешения нопы фильтруюлся через электростатические фильтры 
в соответствии со своими кинетическими энергиями. После этого ноны фокусируются в точке. 
ведушей к детектору. 

Начиная с момента появления. секторные приборы практически олни обеспечивали пот- 
ребности науки в масс-спектрометрах. особсино в приборах высокого разрешения: секторные 
приборы характеризуются диапазоном масс до 10 000 Д, чрезвычайно высокой точпостью их 
измерения (< 5. 106) и динамическим диапазоном 10°. Давление в анализаторе не должно 
превышать 10% мм рт. сл. Например. новый хромато-масс-сиектрометр с двойной фокусиров- 
кой высокого разрешения молели ОЕ5 фирмы Тћегто Еесиоп (США) имест стандартный 
паспортный параметр чувсгвительностн ирибора. характеризущейся отпошенисм сигнал/шум 
800:[ для введенных в колонку 100 фг 2,3.7,8-тетрахлордибеизо-р-диоксина при измереннях на 
высоком разрешении в режиме МІР. 
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Рис. 6-82. Схема магнитного анализатора двойной фокусировки. 
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Рис. 6-83. Схема квалрувольного анализатора. 


К настояшему времени появились приборы высокого разрешения. альтернативные сектор- 
ным магнитным, например масс-спектрометры с Фурьс-преобразованием. Анализаторы такой 
конструкции иснояьзуются н сочетании с газовой хроматографисй и ионизанией электронным 
уларом или химической ионизацией отрипательных и положительных ионов. Магнитные при- 
боры широко используются в изотопной масс-спсктромстрии. 

Квадрупольные анализаторы были разработаны одновременно с квадрупольными фильтра- 
ми — иопная ловушка. Фильтр состоиг из четырех параллельных стержней гиисрболическо- 
го сечения. Противоноложные стсржии электрически соелиисны друг с пругом и находятся 
под напряжением, состоящим из постоянного тока и ралиочасготпой компоненты. Два других 
имеют равную но величине, но противоположную ипо знаку компоненту постоянного тока и 
слвинутую па 180° радиочастотную комноненту. Через квалруноль пролетают только те ионы, 
которые нахолятся в резонансе с его частотой. Сканируя частоты, можно добиться пропуска- 
ния через фильтр только выбранных монов (рис. 6-53). 

Квалруполь легко управляется компьютером, имсег хороший динамический диапазон К). 
стыкуется со всеми системами ввола. способен без модификации анализировать положигель- 
ные и отрицательные ионы, обладает высокой скоростью сканирования, небольшими разме- 
рами и ценой. У квалрунольного анализатора не слишком высокие требования к давлению. 
он пормально работает уже нри 5. 10° мм рт. ст. Диапазон масс современных квалруполей 
составляет 3000—4000 Д. Разрешающая способность — обычно нс более 500. т.е. это приборы 
низкого разрешения. 

В настоящее время простейшие приборы. фактически летекторы для газовой хроматогра- 
фии, прелставляющие собой один квадрупольный анализатор ионов элюзтов из капиллярной 
колонки. образовившихся в результатс электрониого улара. в нашей стране составляют оспову 
приборного парка лабораторий, проволяших ХТА. Эти приборы просты, относительно дешевы 
и помогают решать большос число апалитичсских задач. 

В последнее время получило распространение использонание в газовой хроматографии или 
ВЭЖХ масс-спсктромстров с 3. 5 и более квапруполями. которые позволяют проволить иссле- 
дования дочерних понов мстодом МС-МС. 

К недостаткам квалрупольных анализаторов можно отнести не широкий диапазон масс и 
низкую разрешающую способность. 

Квадрупольный анализатор ионная довушка был разработан одновременио с квелрупольным 
фильтром. олнако первые коммерческие приборы появились в 1983 г. К настоящему времени 
этот вид анализатора за счет новейших разработок становится одним из самых популярных. в 
том числе при проведении ХТА. Этому способствуют его характеристики. например диапазон 
регистрируемых часе составляет ло нескольких лесятков тысяч лальтон. разрешающая способ- 
ность — до 25 000, возможность работы в режиме МС", где п может дохолить до 10. Считает- 
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Рис. 6-84. Схема квалрупольного анализатора ионная ловушка. 


ся, что ионные ловушки оптимизированы для работы с низкими концентрациями аналитов. 
На рис. 6-84 представлена схема квадрупольного анализатора понная ловущка. 

Основой прибора являются 3 элсктрода: два концевых гиперболической формы. обычно 
зазсмленных, и один кольцевой электрод между ними. на который подается ралиочастотное 
напряжение метагерцевого диапазона. Эта система электролов создает некое полобие ячейки. 
в которой ионы могут удерживаться значительное время. Для нонизации образна чаше исноль- 
зуюг электронный улар или химическую нонизацию. Работа анализатора осуществляется в 
импульсном режиме, например подача элсктронов в ловушку (0,1—10 мс) вызывает ионизацию 
искосго количества молекул образца. Образовавшиеся моны какое-то время удерживаются в 
ловушке. В классическом варианте импульстое изменение амплитуды радиочастотного напря- 
жения. приложенного к кольцевому элсктролу, заставляст ионы с определенным отношением 
массы к заряду персхочить на нестабильные трасктории и покидать ловушку. попадая на элек- 
тронный умножитель. В результате генерирустся масс-спектр. 

К преимуществам этого анализатора можно отнести и сго дешевизну, это самый дешевый 
масс-знализатор. 

Получаемые с помошью ловушек масс-спектры несколько отличаюгся от классических маг- 
нитных или квадрупольных, чго резко снижает возможности использования библиотек масс- 
спектров для илентификации веществ. 

Времяпролепшый анализатор (ТОЕ) основан па прослейием принципе: скорость разогнан- 
ных ионов обратно пропорциональна их массам. 


ей = ту или т = 2еИ/^, 


гдс У — ускоряюшее напряжение. 

Если ионы двигаются в полой трубе. то места регистрации они достигают в порядке увели- 
чения своей массы. Анализатор такого типа крайне прост и дешев. а его диапазон масс прак- 
тически не лимитирован. Еше олним преимуществом является то, что все иопы, понавние в 
апализатор. дохояяг ло детектирующей системы. Это обусловливает увеличение чувствитель- 
ности почти в [00 раз по сравнению со сканирующими приборами. 

К нреммушсствам времяпролетного анализатора относятся более высокая чувствительность 
по сравиению со скапирующими приборами; очень высока скорость записи спектров, ло не- 
скольких сотен за 1 с: практически неограниченный диапазон масс. разрешающая способность 
более 0 000. самые разнообразные источники ионов. илсальный второй анализатор при работе 
в режиме МС-МС; небольшме размеры. 

На рис. 6-85 показан типичный масс-сиектр протонироваиного эпитестостерона в моче 
человека. полученный при АРСЕ эмоатов из обрашеннофазовой ВЭЖХ-колонки с использова- 
нием прибора. оснащенного времяпролетным анализатором (ТОР). 

Электростатическая ионная ловушка (ЕТО Огойгар) — это первый масс-анализатор за по- 
следние 20 лег, базирующийся на фундаментально новом прииципе действия (рис. 6-86}. 


Методы определения токсикантов в биосредах 427 


289,2159 
1.10-5 | Эпитестостерон 
м Наблюда й Мв 
М+Н 289,2162 емы 
и 289.2159 
Разрешение 6890 
| 
Е 
3 
: 
РУ 
ё 271,2051 
287,1997 
КІТ Е Я 
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 350 380 400 


т/2 


Рис. 6-85. Типичный спекгр протонироваиного энитестостерона в моче человека при АРСЕТОЕ-М5 С. 


По сообшению кониерна Тһесгто Еіесігоп (США). впервые в 2005 г. освоившего выпуск обору- 

ования, работающего на этом принципе. только за тскущий гол, несмотря на достаточно вы- 
сокую стоимость. уже собрано и пролано более сотни таких приборов, что говорит о больших 
ожиланиях в отношении эффективности этого оборудования. 

Нонизания образна происходит в ионном источнике в режиме ЕЗ!, АРСІ, АРРІ или МАН 
Ионы через систему ионной оптики попалают в линейную квазрупольную ловушку, которая мо- 
жет работать как отлельный прибор. летектируя ионы двумя вторично-элсктронными умножитс- 
лями. расположенными ортогонально к оси квалрупольной ловушки. Этот прибор облаласт рядом 
пренмуиісств. может эффективно работать в режимс МС", выполнять множественные функции 
зависимых от данных сканирования и автоматичсски регулировать число ионов в ловушке, 


Линейная ионная ловушка СТРАП 


Рис. 6-86. Прининпиальная схема элсктростатической ионной ловушки 
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Все или отобранные ионы выбрасываются из линейной ловушки в аксиальном направлении 
и квадрупольной ионной линзой направляются в ловушку, называемую С-Тгар. Эна ловушка 
заполняется сухим газом (азот) при давлении менее 10“ торр. На электроды С-ловушки пода- 
стся потенциал таким образом. чго ионы сжимаются в плотный пакет и этот пакет ускоряется 
понно-оитическими электродами и выталкивается в орбитальную ловушку. Пакет ионов влета- 
ст в иоиную ловушку в точке, отстоящей от ее центра, ноны закручиваются электрическим по- 
лем вокруг пентрального электрола и начинают когерентно оспиллировать вдоль оси ловушки 
без какого-либо дополнительного возбуждения. Все ионы в орбитальной ловушке булут оснил- 
лировать с одинаковыми амплитудами, по частота осцилляций булст зависеть от отношения 
массы к зарялу в соответствии со следукицим уравнением: 


ВЕТ 
о = тих" 
гдс о, — частота осцилляций вдоль продольной оси орбитальной ловушки: п1/2 — отношение 
массы к заряду; К — константа кривизны поля. 

Детектированне этих аксиальных осцилаяний выполнястся по наведенному изображению 
тока на внешнем электроде орбитальной ловушки. Для этого внешиий электрод разделен изо- 
лялором ровно в середине точки симметрии ловушки. Ток каждой половинки внешнего элек- 
трода усиливается и преобразустся в пифровой сигнал. Ионы с опрелеленным отношением 
массы к зарялу характеризуются и определенной зксиальной часготой. Разделение частот раз- 
личных ионов происходит с применением преобразования Фурье (см. гл. 6-4). 

Размеры орбиталыюй ловушки ионов невелики: диамегр внутреннего электрода в централь- 
ной сго части 8 мм, наибольший днаметр виутренией новерхпости пнешиего элекгрода 20 мм. 
Ионы внутри электростатической орбитальной ловушки двигаются в виде плотного 1инура. Для 
того чтобы не происхолило его рассеивания. необходим значительный вакуум. который поддер- 
живается внутри орбитальной ловушки на уровне 10-® торр (мм рт. ст.) с помощью 3 турбомоле- 
кулярных насосов. Даже ири столь пизком вакууме происходит столкиовение ионов с частицами 
фона. что приводит к потере фазовой когерентности и выпаланию ионов из ловушки. 

Другое требование. которое необходимо выполнять. — максимально стабильное электро- 
питание. Флюктуации питания и рассеивание ионов ограничивают время иребывания ионов в 
ловушке 2 с, за это время разрешение по массам достигается порядка 150 000. 

Стандартный режим работы ЕТО Огригар"“* предусматривает время сканирования | с. из 
которых 750 мс ионы нахолятся в орбитальной ловушке и детектируюгся по изображению 
тока, наведенного па внешнем электроле ловушки. Другис стадии анализа происходят гораздо 
быстрее: приблизительно 15 мс занимаст прескан системы АСС. от 1 до 100 мс ионы проводят 
в линейной квадрупольной ловушке, 20 мс — в С-Тгар и менее 10 мс занимает перенос ионов 
в орбитальную ловушку. 

В табл. 6-35 приведены основные характеристики масс-анализаторов. 


Таблииа 6-35. Основные характеристики масе-анализаторов 


Характеристи- Квадруполь Ионняя Время-пролет- Магнитный = Электростати- 
ка масс-анали- ловушка ный ческая ловушка 
заторов 
Точность. % 0,01 0.01 0.02 Менее Менес 
0.0005 (005 
Разрешающая | 4000 4000 8000 30 000 150 000 
‚ способность 
Диапазон 4н 4000 Более ТО 600 Более 
масс. Д 300 000 300 000 
Скорость Секунды Секунлы Миллисскуилы | Секунлы За 1 сло4 
сканирования юлных сканов 
МС-МС МС?. МС" МС МС: До МС" 
три квад- 


рупольные 
модели 
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Окончание тайа. 6-45 


Примечание к Хорошая Хорошая В целом с Ограниченная Прекрасная 
МС-МС точность, ТОЧНОСТЬ, режимом МС- разрсінающая — совместимость 
разрешающая разрешающая МС не сочета- способность, и разрешаю- 
способность, способность. ется высокая энер- щая снособ- 
низкая низкая гия соударс- ность 
энергия энергия пия 
соуларсния соударения | 
Обшес Низкая стои- Низкая стон- Низкая Требует ис- Совменаст 
заключение мость. легкое мость, легкое стоимость пользования лучшие ка- 
переключение персключенис массивного чества ана- 
отрицательпо- = отрицатель- обарудава- лизаторов по 
го и положи- ного и поло- ния, высокая разрешающей 
тельного рс- Жжительиого разрешающая способности. 
жЖИмМоОвВ работы режимов ра- способность лиапазону 
боты. хорошо масс. чувстви- 
ПОДХОДИТ Для слЫ1ости 


МС” 


Методы детектирования ионов 


Без современных метолов детектирования ионов получить результаты невозможно. Детек- 
тирование иопов являстся еще олним ключевым моментом успеха маесс-сисктрометрического 
исследования. Конечно, выбор соответствующего устройства лля детектирования зависит от 
рияла условий и главным образом от поставленной аналитической задачи. 

Любой масс-спектральный детектор генерирует сигнал при взаимодействии с ионами не- 
посрелственно или вторичными электронами или фотонами. которые образуются в нем после 
взаимодействия с измеряемыми ионами. Обычно токи, которые геперируюгся иучками ионов 
с одним значением т/2. крайне малы и составляют 10”—10:°А. Для их измерения требуются 
спениальные полхолы. 

Первыми детекторами. использованными в масс-спектрометрии. были фотопластинки. ко- 
торые плавно перемешались влоль выходного кониа масс-анализатора и на когорые подавали 
пучки понов. Места, в которые поналали пучки, были светлыми, а темные места соответство- 
вали отсутствию ионов. Основные типы масс-детскторов. 

Чашка Фарадея, или цилиндрический электрод. — очень простое устройство. Основным прин- 
пипом сго действия являегся излучение электрона при ударе иона о поверхность нгоричного 
электрода с послелующим усилением и измерснисм полученного тока. Обычно динод* изго- 
товляется из оксида бериллия. сплавов цезия и других редкоземельных металлов. Хотя чашка 
Фарадея — малочувствительный детсктор. но она чрезвычайно полезна в некоторых областях 
масс-спектрометрии, например в изотопном анализе. 

Электронный умпожитель представляет собой усовершенствованную модель чашки Фарадея, в 
которой происходит многократное усиление сигнала ионов — до 10% раз. Существуют две основ- 
ные модификации электронного умножителя (рис. 6-87). Молификаиня 6. пазывасмая рожками 
(«Ногпье) в последнее время используется чаше. Эффективность обоих модификаций примерно 
олинакова, н, что очень важно на пракгикс. срок их службы 1—2 гола. Это связано с загрязнени- 
ем поверхности из-за взаимолействия с поступающими ионами и неглубокого вакуума. Иногда 
перед первым динодом устанавливается ускоряющее электростатическое поле. за счет чего уве- 
личивается скорость лвижения ионов и как следствие повышается чувствительность. 

Принцип работы фопюумножителя. или сцинтилляционного счетчика, следующий. Первона- 
чально моны ударяют в линол, в результате чего высвобождается электроны. Загем эти элект- 
роны ударяют в особый фосфореснентный экран. который в свою очередь выбрасывает поток 
фотонов. попазаюших потом в умножитель. гле под действием тех же процессов, что описаны 
выше. умножаются и измеряются (рис. 6-88). Преимуществами фотоумножителя являются кар- 
динальное увеличение срока эксплуатации устройства и сго меньшая полвержениость висшним 


е Динод [ог греческого дупєатіѕ» — сила и (электр)од]. электрод в фотоэяектронном умножителе. обла- 
дающий высоким коэффициентом вторичной электронной эмиссии 
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(а) 


Рис. 6-87. Схема работы электронного умножителя. 


Динод 
Электроны 
Фосфоресцентный 
экран 
Рис. 6-88. Схема работы фотоумножителя. Фотоумножитель 


загрязнениям. В настоящсс время это, по-внлимому, основной тип детсктора, используемого 
в масс-сиектрометрии. 

Вакуумные системы в масс-спектрометрии псобходимы лля штатной работы масс-детекто- 
ров. В случае недостаточно глубокого вакуума образовавшисся в источнике и разделенные с 
помошью масс-анзлизатора ионы будут взаимолействовать с молекулами возлуха. не лохо- 
дя ло дегектирующей системы. что приведет к катастрофическому снижению эффективности 
и чувствительности. Болес того. высокое лавление может послужить причиной разрушения 
электронных частей прибора и управляющего им компьютера из-за высоковольтного разряла. 
способного образоваться н этих условиях. Серьезные исполадки в вакуумной системе также 
опасны для масс-спектрометра. 

Вакуумная система масс-спектрометра являстся одним из ключевых участков этого прибо- 
ра. от штатного функционирования которого зависит качество получаемых спектров. 

Обычно вакуумные системы масс-спектрометров работаю в 2—3 этана. На первом лости- 
гается разряженне 107° торр (мм рт. ст.). Для этого используются форвакуумные механические 
насосы. Только после того как будет лостигнут этот показатель. включаются более эффектив- 
ные системы: диффузионные, турбомолекулярные или криогенные, которые способны лости- 
гать и подлерживать длительное время давление на уровне 103—101 торр (мм рг. ст.). 


Проведение анализа 


Калибровка прибора по измеряемым массам является одиим из важнейших этапов прове- 
дения исследований методом масс-сисктромстрии или методами. комбинированными с ней. 
Такая калибровка осушествлястся при помоши вещества сравнения. образующцего ионы извес- 
тиого состава в прелелах области измерения масс. 

Для калибровки наиболее часто применяемого в ХТА прибора ГХ-МС с ионизацией элек- 
тронным ударом или химической ионизацией, работающей как с отрицательными. так и с 
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Тиупе Кероп Зоигсв: ЕІ Моп Оес 16 14:27:43 2002 
шпыгитепЕе ОЕТВАИСНТ Вод ОС: В Орегаїог: Бгоду 
г/т 69 пуг 131 ті 219 ши 414 т 502 
Тћеогу Асша Арех имеозцу % Ваѕе РК Іѕоіоре Вайо 
59.0 68.9 68.9 8134299 100.0 1.2 
131.0 130.9 130.9 4939338 60.7 3.2 
219.0 218.9 218.9 6645213 81.7 4.1 
414.0 413.9 413.9 399822 4.9 8.5 
502.0 501.9 501.9 351291 4.3 9.0 
614.0 614.0 614.0 37673 0.5 13.2 
Алотайс Типе 
СаШхайоп Везик Рагаге{егз 1 ая Саіргаівд 
ВЕ Егедиепсе Мо! Вип 1104.9 КН Оес 05, 2002 04:25 РМ 
Оеіесіог Раѕѕеа 1.0е+005 @ 1143 у Оес 16, 2002 02:20 РМ 
М№аѕѕ Раззед 42.99. -15.98 Оес 16. 2002 02:22 РМ 
0.35, 0.36 
Кезоивол (+) Раѕѕеб 0.0523, -0.0543 Оес 16. 2002 02:22 РМ 
0.3504, 0.3542 
4.9730. 0.4583 
і еак СНеск Раѕѕед 4.3% оҒгеѓегепсе 
Топе Ее; ащошре. дате 
{еп 1 = -25.00 у оп Ѕоигсе Татр = 200 С 
іепѕ 2 = -9.30 у Роге Ргеззиге = 36 т Тот 
{еп З = -25.00 у Іоп Саиде Ргаззуге = 1.1е-005 Тот 
Егес іепѕ = 15.00 у 
Еіесігоп Епегду = -70.00 у 
Ргећкег ОВзе{ = -5.10 у 


Ептуѕѕіоп Сиггепі 


№ сапа Расюгз 

Ма$5-Безоицоп Типпя Рабогз: 
Маз$ = 1.0 юп Оћѕеї = 4.0 Кез. РасЮх = 1.7 
Ма5з = 1050.0 юп ОЯ5е! = 4.5 Вез. Расог = 2.1 


Рис. 6-89. Результат калибровки масс-сисктрометра ЮО фирмы Тһетто Ессиов (США) с применением 
ПФТБА в качестве калибратора. 
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положительными ионами. используют исрфторксросин [ ПФК: СЕ,-(СР.) -СР.]| и тсктакозаф- 
тортрибугиламин [ГФТБА. или ПФТБА (перфторированный), (С.Е) М]. 

Ведущие производители оборулования для ГХ-МС исследований включают в состав про- 
граммпого обеспечения свосго оборудования спепиальные программы. которые осушествляют 
одновремениую настройку шкалы масс-прибора, а также его многочисленных ключевых по- 
казателей. таких, как напряжение нити накаливания. ренеляера. калибровку напряжения на 
квадруполе и других участках. В результате получают отчеты, в которых такие яанные объели- 
исны. На рис. 6-89 привелен отчет комньютера по результатам настройки масс-снектрометра 
модсли 0250 фирмы Тпегто Всахоп (США) с нрименением ПФТБА в качесгвс калибратора. 

При провешении особо важных анализов к отчету о полученных результатах обязательно 
прилагастся и полобный отчет о настройке прибора. проведенной в тот же лень. что и осталь- 
ные исслепования. 

Калибровка аругого оборудования ироволится с нрименепием иных калибраторов. напри- 
мер йолила цезия для приборов с ионизацией бомбарлировкой быстрыми атомами. при термо- 
раснылении — ацетат аммония и полиирониленгликоль. при электрораснылении — растворы 
миоглобина и низших пептидов в проинленгликоле. Основное требование к калибратору — оп 
должен давать последонагельносчь интенсивных ников во всем днаназоне отношений массы к 
зарялу при рабочих условиях ионизаиии. Наиболес важна калибровка масс при работе масс- 
спектрометров высокого разрешения. Если для приборов с низким и средним разрешением 
можно использовать висшний стандарт лля калибровки. то лля обеспечения высокого разрс- 
шения калибратор иволят в ионный источник вместе с аналитом. 

Определение молекулярной массы. Возможно. наиболее ценная часть информании о веществе. 
которую можно получить метолом масс-спектрометрии. — это молекулярная масса (М). Обычно 
исходной точкой анализа является спектр электронного улара. Изотонные класгеры в облас- 
ти максимальных т/7 в масс-спектре. вероятнее всего, соответствуют молекулярным сигналам. 
Такое отиесение сигналов проверяется по ближайшим осколочным ионзм. Наличие пиков при 
М-1. М-2. М-15 и М-1$ обычно подтвержлает это прелиоложение, в то время как потери мо- 
лекулярных масс ог 3 до 14 или от 21 ло 25 свидетельствуют либо о паличии примесей, либо 
о неверном прелположении о пахожлении молекулярных пиков. Можно провссти другие экс- 
перименты — получить спектр электронного улара при более низких энергиях электронов или 
использовать мягкую химическую ионизацию. 

Многие неполярные соединения. которые не могут легко присоединять протоны. например 
полиароматичсские соединения. практически нечувствительны к мегодам мягкой ионизации. 
Когда мягкая ионизация происходит успешно. наличие других пиков, кроме протоннрованных. 
например при т/й = М + 17. М +22 и/или М +38. образующихся при присоединении молекул 
аммиака, ионов натрия или калия, полезно использовать для правильного определения мо- 
лекулярной массы анализируемого иона. Кроме того, работа в режимах положительных ионов 
при образовапии ионов [М+НГ или отрицатсльных ионов [М — НЕ также помогает установить 
молекулярную массу. В пскоторых случаях используют специальные лобавки к газу-рсагенту 
при химической ионизации, например дейтерированные соединения. 

Установление молскулярной массы являстся пепростой задачей. Информация о приролс 
вещества н его физико-химических свойствах в большинстве случаев способсгвуег ее решению. 
Немалое значение при этом имеет опыт специалиста. ироволящего такие исследования. 

Определение элементного состава и структуры вещества. Для определения элементного со- 
става нензвестного соединения из масс-спектральных методов применяются обычно два: точ- 
нос измерение масс и/или расчеты интенсивностей ников в изотопных кластерах. 

С помошью масс-спектромстра высокого разрешения можно измерить молекулярные массы 
с точностью ло 10 Д и ниже. Олнако лаже с этой точиостью редко получают четкое совпа- 
денис с одним элементным составом. Число возможных составов возрастаст с увеличением 
числа элементов. которые. как предполагастся. присутствуют в молекуле. и с увеличением 
молекулярной массы. Наконленная к настояшему времени информания о закономерностях 
фрагментации различных химических классов низкомолекулярных вешсств позволила вырабо- 
тать правила. на основании которых можно с большой уверенностью говорить о присутствии 
в молекуле какой-либо химической группы или ее отсутствин. устанавливать молекулярную 
массу. а также присутствие некоторых атомов, нзиример хлора или брома. 
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Коммерчсски постуиные программы позволяют прополить такой анализ по масс-спектру в 
автоматическом режиме. На рис. 6-90 приведены масс-сисктр лихлорметана и его структурная 
формула. Отчет включает перечень (в порядке убывания вероятности) различных химических 
групп. паходяшихся в анализируемой молекуле. Второй список отчета показывает в порядке 
убывапия вероятность отсутствия в молекуле определяемого вешества той или иной групны. 
лалее лана опенка молекулярной массы молекулы и указание на присутствие атомов хлора и 
отсутствие атомов брома в молекуле. 

Слелуюший этап качественного анализа после определения молекулярной массы и состава — 
интерирстация ников в масс-спсктре лля оценки структуры соединения. Интерирстапия пиков 
требует болыного практического опыта, который нельзя передать коротким гекстом главы в 
учебнике. Мы опишем только основные аспекты иитерпретании; лля более глубокого ознаком- 
ления рекоменлустся спениальная литература. 

Фрагментация молскулярного иона нрелставляст собой сложную сеть конкурирующих и 
послеловалельных реакпий. выход которых опрелслясіся устойчивостью как исхолных. так и 
образукинихся ионов. Масс-спектр отражает результаты этих процессов. 

Библиотеки масс-спектров являются моншым средством. позволяющим выяснить структуры 
масс-сисклров электрониого удара. В большинстве из пих поиск возможен в режиме оп-Ипе. 
Из информации об измерениом спектре выбираки только неболыной объем данных о наибо- 
зее важных пиках н эти данные сравнивают с библиотечиыми спектрами. Согласие между 
измерснным спектром и библиотечным образиом выражается искоторым числом, обычно лс- 
жашим в диапазоне 0)— 1000, гле значение 1000 соответствует идсальному совпадению. Десять на- 
илучших библиотечных спектров выводятся на экран для последующей визуальной обработки 
пользователем. 

Компьютерный поиск в библиотеках спектров оказывается весьма полезным, так как ои лает 
направления поиска в случае апализа совершенно исизвестных образпов или предоставляет на- 
зежные данные для подтверждения того, что исслелусмое вещество лействительно присутствует 

‚ образие. Олнако следует отметить, что нзибодее часто используемые библиотеки содержат от 

УХЮ ло 500 000 масс-спектров. а количество известных соединсний в настоямее время болес 
12 000 000. Таким образом. результаты поиска в компьютерных базах данных нельзя воспри- 
нимать как истину в последней иистанции. В табл. 6-36 приведены основные характеристики 
библиотек масс-спектров общего назначения. используемых в настоящее время. 


49 


100 


Рис. 6-90. Масс-спектр лихлоп- 
метана, со структурная форму- 
ла. отчет о результатах анализа 
масс-спектра. Поясненне в тек- 
40 50 60 70 80 90 100 ете. 
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«бибѕёгисіиге Верой Раде 1» 
Ѕеагсћ РаНегп: ОїсМоготеіћапе Р220 Ѕсап #1543 
Ѕкігисіогеѕ ргеѕепї 


Митбег Ргобабкќу Ѕћоп Мате Апа Сеѕспріоп 
98 СіВг. сҺогіпе апа/ог Ыготте 
99 Паіодеп, соматз а һаіодеп ают (Е.СІ.Вг.1) 
99 СІ. сһогіпе 
99 СНАНа!. сопїаіпх опіу сагбоп. Һуагодеп апа һаіодеп 
СН&С1. сопіаіпѕ опіу сагбоп, Пудгодеп апа сћіогіпе 
93 НСІ. аку] сћогіде 
89 ВОВО. гіпдѕ + соибіе ропаѕ соим = 0 
88 посусіе, по гіпдѕ 
88 за. ѕаїшаіес сотроигпа (по ипзашгаед боподѕ) 
10 88 поб. по хапсћеѕ 
11 88 11 -їп, іо їипсіоюпаі дгоирѕ аќасһеа їо зате сагрог (спа) 
12 84 -СН2-. темуепе гоор (сһаіп) 
13 84 СН2. тетуепе огоир 
14 83 СН2З. ритагу ог зесопдагу зашгаей сайзоп 
15 82 -СН2/3-1, ехасйу опе тештубепе ог те у дгоир (спа) 
16 81 -СН2/3-. тетуюпе ог тешуЕ дгоцр (спам) 
17 77 -СС2. асПогогтеіћуі дгоир 
18 76 МОАЃ. по аготайс гіпоѕ 


ооф оәлр ом 
[ә] 
Ф 


Ѕігисіогеѕ абзеги: 


Мотбег РгобаЩу Ѕпогї Мате Ала Оеѕспрбоп 

99 -0-. сомат5 охудеп ают іп спат (поп-гіпд) 

99 Аг-СнНх. аготайс-зашгаед С Бопа мм 1 ог тоге һудгодеп аїогтѕ 
Аг-СО. аготайс-сагропу! ропа іп сһаіп (поп-гіпа) 
99 Рһ-2+50Ь, рһепу! мл 2 ог тоге зибзШиеп($ 
99 АО. аготаіс сагроп-охудеп бопа 
99 ССНЗ, гпеШуі бепадеа їо сагтфоп 
АВ. аготаййс гіпс 

99 Аг-О-В, агкут-агу1 еШег (сһаіп) 
99 АС. агогтаїс сагБоп аНаспед {іо сагбоп 
О 99 4+0па, 4 Биддта аќотѕ іп ппо сіиѕќег 


ьо м№- 
© 
Ф 


= оомо ол 
2] 
о 


Моіесиаг ММеюк: Іпѓоггпайоп: 


М№итрег ММУ РгобаЫійу 
1 84 95 
2 52 о 


Сюппе апд/ог Вготіпе Іпѓогглабоп: 


Сі=2, Вг=О РгобаЫійу=539% 
Адайопаі С56г дџѕїегѕ меге пої їоџпа їо сопёггл ѕоіийоп 


Рис. 6-90. Окончание. 
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Таёблниз 6-36. Библиотеки масс-спектров общего назначения н их основные характерисгики 


Характеристика _  Рабваве Сотрее 600 \еу 7 / “$ то 5 мг 2002 
Общее количество спектров | 606 000 390 000 175 000 
Тин спектров 70 >В элекаронный улар 
Количество вешеств 495 000 317 000 147 000 
В том числе 
© •припизиипымих К сиск- 437 000 147 000 147 (00 
трал : Е 
химическими структурами 
Занимаемос место па лиске 350 МВ 2% МВ 100 МВ 
Форма выпуска СО-КОМ/рУр-ком сСр-вОМм СО-КОМм 
Срелпсе время поиска Маке Тс 


При использованни компьютерного поиска слелуег тверло прилерживаться правила: ком- 
пьютер быстро сравниваст измерсиный масс-сисктр с библиотсчным. но окончательное решение 
об илентификации исследуемого сослинения принимаст пользователь после изучения имющих- 
ся ланных и результатов компьютерной обработки. 

В то время как поиск в компьютерных базах ланных ири масс-спектромегрии с понизацией 
электронным уларом является лостаточно мониным средством благодаря как временной («день 
ото дия»), так и межлабораторной («от прибора к прибору») воснроизводимости спектров элек- 
тронного улара. ситуания при мягкой ионизации и лесорбипонной химической ионизации со- 
верщенно противоположная. В этих случаях резульгаты масс-спектромстрии настолько сильно 
зависят от экспсриментальных условий. что накопление универсальных библиотек становится 
невозможным, Однако иногла использование библиотек внутри фирмы или лабораторин может 
быть оправданным. 

Критерии идектификации. При масс-спектрометрии в комбинации с разаслительными ме- 
толами в кажлой лаборатории лолжны быть утверждены в установленном порялке критерии 
илентификацин. на основании когорых апалитики интерирегируют полученные результаты и 
вылают свои заключения. Разумеется. лля разлелительного метода и маес-сиектрометрин такие 
критерии лолжны быть свои, учнтывакиние особениюсти использованных методов. Ниже при- 
велены тиновыс критерии пля оценки наркотиков. стимуляторов. лекарственных венеств и их 
метаболитов в моче живых лиц. 

Критерии для хроматографических методов. Для капиллярной газовой хроматографии время 
улерживапия аналита не должно отличаться от времени улерживання станларта, добавленного 
в мочу в близкой к обнаруженной концентрации. болес чем на 1% или +0.2 мин. Причем ана- 
лизируемые пробы и пробы сравнения должны быть проанализированы в олио и то же время. 
В случаях. если разница во времени удерживания может быгь объяснена, например, перегруз- 
кой колоики. то либо перслелывают иробу носле разбавления, либо эгот критерий ослабляется. 
В ВЭЖХ требования ко времени удерживания составляют 2% пли +0.4 мин. соответственно. 
Далее действия препринимаются аналогичные таковым в газовой хроматографии. 

Критерии для масс-спектрального анализа. При работе в режиме сканнровапия масс-спект- 
ров условия подбираются таким образом. чтобы снятие сисктров начиналось с величины пи7, 
превышаюшей всс аналогичные показагсли искомых аналитов пли их пролуктов дериватн- 
запим. сели для лругого нет специальных указаний. После получения спектров в выбранном 
диапазоне проводят сравнение спектра аиализирусмого вешсства со спектром аналитического 
вешесгва сравнения, лобавлениого в мочу. При эгом все пики с относительной иптенсив- 
ностью более 10% от интенсивности максимального иика аналитического образна сравнения 
лолжиы присутствовать в исслелуемом спектре. Дополнительно три характеристических иона 
в сравниваемых спсктрах не должны отлннаться но своей интенсивности больще. чем это ука- 
зано в табл. 6-37. Относительная иптенсивность трех характеристических ионов может быть 
получена путем анализа одиночного или усредненного снектра или по площадям пиков масс- 
фрагментограмм этих ионов. 

Вычитание хроматографического фонз должно проводиться олновременпо и адекватно по 
всем образцам. 
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Поиск но базам данных масс-сисктров должен проводиться квалифипированным спениа- 
листом. В лаборатории должны быть установлены критерии идентификации с применением 
баз лаиных, например максимальный инлекс схолимости результатов. 

Если не улается достичь совналення относительных интенсивностей трех характеристичес- 
ких понов в нределах 5%. используют лернватизанию или лругой метод нопиззини. К резуль- 
татам этих исслелований применяются те же критерии. 

Прп работе в режиме сканирования характерисгических ионов используют критерий от- 
поситслыюй интененвности трех характерисгических нонов. как описано выше. При этом 
наименьший из выбранных пиков должен удовретварять критерию сигиал— шум 3:1. 


Таблиил 6-37. Максимальные окна флюктуании показателей масс-спектроыстра 


Опюснтетельная ниченсивность, ЕР ГХ-МС СІТГХ-МС 
$ к максимальной ГХ-мМС" 
З АА = . ВЭЖХ -МС,. ВЭАХ-МС" 
Балес 50 410% (абсолютно) | 215% габсолютно) 
25—50 | +20% (относительно) 425% (отпосительно) 
Более 25% +59% (абсолютно) +10% (абсолютно) 


Лучшим примером применения МС-МС лля метаболических исследований является ск- 
рининг наследственных изменений метаболизма новорожленных в США и странах Евросою- 
за. Несколько капель крови попорожленпого помешают на карточки фильтровальной бумаги 
(карточки Гутерина). Образцы используют лля определения спепифических метаболитов при 
наследственных заболеваниях (фенилкетонурия. гомонистенурия). которые сопровождаются 
парушением метаболизма аминов и аминокислот. Раньше требовалось проведение нескольких 
исслелований для диагностики этих заболеваний. Использмемые метолы давали большой про- 
цент ложноположителыных результатов, приводя к ненужным и сложным режимам лечения 
Сейчас проводится точная личгностика указанных заболеваний с помощью одного метода тан- 
демной МС-МС без использования хроматографнин. 


6.4. ОПТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИКАНТОВ 


Все идеи в науке родились в драмагичсском конфликте 
межлу реальностью и нашими попытками ее понять. 
А. Эннштоейн 


6.4.1 Классификация, термины и определения 


Спектромеғрическис методы анализа основаны на регистрании испускания или поглоще- 
ния квантов электромагнитного излучения атомами пли молскулими исследуемого вешества. 
Энергия испускасмого или поглонасмого излучения. о которой можно сулиль по длине волны 
или частоте излучения, даст информацию о прироле вешества. а интенсивность сигнала — 
о сто количественном содержании. В этих мстолах используют различпые области спектра 
электромагнит ного излучения. очень сильно различающиеся по энергии квантов: у-излучение, 
рентгеновское излученне. вакуумная ультрафиолетовая (УФ). вилимая. инфракрасная (ИК) и 
микроволновая области вилоть ло ралноволновой. Столь широкому лиапазопу энергий отвеча - 
ют неодинаковые механизмы взаимодействия излучения с вешеством — возпикновение сигна- 
лов имеет разную природу. Так. энергия ү-квантов столь велика, что злесь возможно осушест- 
вление ялерных превращений. эпергия кваигов рентгеновской области отвечает электронным 
переходам во виутрениих электронных оболочках атомов. испускаиие и поглощение квантов 
в УФ- и видимой областях связаны с переходами внешиих валентных электропов, в то время 
как поглошение ИК- и микроволновых квантов обязано перехолам между колебательными 
и врашательными уровнями молекул. Энергия квантов ралиоволнового диапазона настолько 
мала. что оказывается связанной только с изменением ориентации спинов электронов и ядер 
атомов. 
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Теоретически и методологически обоснованным принципом классификации спектро- 
метрических метолов является их леление на метолы атомной и молекулярной сиектромет- 
рии. когда ответствениым за возникновение сигналов является испускание или поглоще- 
ние квантов энергии соответствующего диапазона атомами или молекулами исследуемого 
вещества. 

В кажлом конкретном методе атомной спектрометрии осуществляются только разрешенные 
правилами квантокой механики элскгронные переходы межлу опрелсленными уровнями. что 
зависит от строения электронной оболочки атома и величины энергии возбуждения. Поэтому 
каждый вил атомов характеризуется своим собственным набором энергетических уровней. а 
слеловательно. и разрешенных перехолов н уникальным набором спектральных линий. чго 
и позволяет идентифицировать эти атомы по их спектрам — атомно-эмиссионным. атомно- 
абсорбпионным. Поэтому в каждом из соответствующих приборов. которые обычно называют 
спектрометрами, устанавливают различные источники и приемники (детекторы) рабочего из- 
пучения, устройства для вылеления узкой области рабочего излучения. называемые монохро- 
маторами. Отсюда слелует разнообразие принципиальных и практических схем ириборов и 
устройств. 

Молекулярная спектрометрия. С практической точки зрения наиболее удобна работа в УФ-. 
видимой и ИК-областях спектра. Иногда. желая подчеркнуть работу в видимой области. ис- 
пользуюг также и термин «спектроскопия». 

Молекулярная спектрометрия (спектроскопия) в УФ- и в видимой областях спектра. ос- 
новаиная на поглощении излучения оптического диапазона (200—800 им). связана с осу- 
шествлением электронных переходов валентиых электронов. Это основа спектрофотомстрн- 
ческого анализа. Его применяют для определения как неорганических, так и органических 
соелинений. Для илентификанин послелних может быть использовано их собствениосе пог- 
лошение в УФ-области. обусловленное наличием специфических групп атомов, часто назы- 
ваемых хромофорами. 

Спектрофотометрический анализ основан на преврашении определяемого вещества в окра- 
шенное соединение, определении поглошения этого соединения и пахождении концентрации 
его в пробе. Явление поглощения электромагнитного излучения обусловлено осушесгвлени- 
ем электронных перехолов внешних валентных электронов. Область ллин волн 200—360 нм 
отвечает невидимой УФ-области. а 360—760 нм — вилимой. Энергия поглошаемого кван- 
та соответствует разниие в энергиях между основным и возбужденным уровнем. Поглошая 
квант, электроны переходят в возбужденное состояние. которое неустойчиво. Поэтому далее 
следует обратный переход. а энергия возбуждения персхолит в тепловую (рис. 6-91). Энергия 
электронного перехола больше. чем колебательного. поэтому каждый такой перехол являет- 
ся в сущности электронно-колебательным. Это приводит к появлению полос поглощения. 
В конленсированной среле молекулы вешества взанмолейслвуют с сользаиным окружением, 
что приволит к слиянию отдельных полос электронио-колебательных переходов в широкие об- 
ласти поглошения. имсюшие максимумы. Зависимость поглощсния от ллины волны называют 
спектром поглощения. 


Возбуждённое состояние 


Рис. 6-91. Схема электронных персхолов. поясняющая 
явления поглошсния элсктромагнитнога излучения в 
спектрофотометрии и испускания квантов йу, в флюо- 
риметрии 


а | — персхол внешних электронов нз основного в воз- 
|: бужленное состояние: 2 — возвращение возбужденных 
Ё элсктронов в осповнос состоянис; энсргия возбужления 
& легралирхет в тепло — явление поглощения; 3 — безызлу- 


чательные переходы между колебательными подуровия- 
ми возбужденного состояния; 4 — электронный перехоп. 
приводящий к пепусканию кванта х. — явление флюо- 
ресиениии; 5. 5* — колсбатсльныс подуровни основпого 
Основное состояние и возбужденного состояний. 
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Кажлое поглошаюшсс вещество в зависимости от молекулярного строения характеризуст- 
ся собственным спектром поглошения. Поэтому спектрофотометрические измерения, схема 
осуществления которых показана па рис. 6-92, выполняют при оптимальной ллние волны. 
отвечающей панболыьшей разности в поглошспиях продукта рсакиии и всех исходных нешеств. 
Определякиисе значение имеет провслспис зналитической реакиии. вызывающей образование 
интенсивно окрашенных продуктов. Для ионов металлов это обычно реакции комилексообра- 
зования е различными. прежле вссго органическими. реагентами. Это могут быть реакции ком- 
плексообразования. процессы окислення—посстановления, синтетические реакции. особенио 
характерные при опрелелении органических соединений. и др. Олнако необходимо. чтобы 
реакция протекала быстро. количественио. а образующесся соединение облалало интенсивной 
и устойчивой окраской. 

Осповой количественного сисктрофотометрического анализа является объединенный закон 
свстопоглошения Ламберта—Бугера--Бесра. В спектрофотометрическом анализе поглощение 
измеряют при опрелелениой оитимальной ллине волны. в этом случае высоки требования к 
мопохроматору (см. рис. 6-92): в современных приборах используют дифракиионную решетку. 
кварцевую (УФ-область) пли стекляниую (работа только в вилимой области спектра) призму. 
Наименьшее поглошение. которое эти приборы позволяют измерить. составляег 0.002—0.103. 
Коэффициент молярного погашения наиболее интенсивно окрашенных вешеств составляет 
~ 5:10*. но не более теоретического предела 10°. Слеловасльню. при 1 = | см минимальная кон- 
нентрация. доступная количественному опрсаелению. составит С „„ = 0.005/5-10* = 107 моль/л. 
что в среднем согласуется с достигаемыми в этом методе пределами обнаружения. Комбинируя 
пветную реакцию с экстракиноппым извлечением окрашенного продукта в пеболыной объем 
несмешивающегося с водой органического растворителя. можно понизить и эту величину. 
Классический пример такого рода — решент литизон. не растворимый в воде. но растворимый 
в четыреххлористом углероде (зеленая окраска). в то время как сго комилексы с металлами 
имсют окраску ог оранжевой ло красной. 

Многие органические соединения ши! их комилексы с ионами металлов способны к фю- 
голюмниесцениии, вызванной испускаписм кваптов в видимой области при возбуждении мо- 
лскул УФ-излучеписм и вилимым светом. Такой вариант люмниесиентного анализа называют 
флюорнметрическим. Фаююриметрия даст болес пизкий предел обнаружения (-10** %) по срав- 
иснию со сиектрофотометрией (-105 %). Сочетание рассматриваемых способов с экстракии- 
онным конпентрированисм приволит к гибридным методам анализа — экстракциопно-спект- 
рофотометрическому и эксгракинонно-флюоримегрическому с еше более низкими прелелами 
обнаружения. Их часто применяют при определении микроэлементов в веществах особой чис- 
тоты или металлов — токсикаитов в объектах окружакиней срелы. 

Фяюориметрический анализ. При определенном строении молскулы структура ес энергети- 
ческих уровией такова. что после их возбужления УФ-излучением электронные перехолы с 
возбужленного уровия на основной уровень сопровожлаются нспусканием квантов в видимой 
области сисктра. как это ноказано на рис. 6-91. 

Небольшой избыток энергии возбуждения при этом герястся на переходы между колебатель- 
ными нполуровнями. поэтому энергия пспускасмоғо кванта (видимая область) меньше энергии 
поглощаемого кванта (УФ-область). Важнейшей характеристикой фотолюминесиепции явля- 


Рис. 6-92. Схема сисктрофотомстрических 
измерений. 

1 — источник нсирсрывиого излучения: во- 
доролпая, дей гериевая лампа — УФ-область: 
лампа пакаливания — видимая область: 
2 — монохроматор (призма. лифракционная 
решетка); 3 — проба: 4 — фотоэлектронный 
умпожитеяі; 5 — отсчстиос устройство. 5 
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Рис. 6-93. Принпиинальная схема флююри- 
метрических измерений. 
| — источник УФ-излучения (ртутная дам- 


2 на): 2 — первичный светофилыр (прозра- 
чен только лля УФ-излучения); 3 — проба: 
$ — монохроматор (вторичный светофильтр); 

4 5 — фотоэчектроиный умножитель. 


ется се квантовый выход $ — отношение числа излученных квантов люминесисиции (флюорсс- 
пенции) к числу квантов поглошенного возбуждающего излучения. Квантовый выход ф зависит 
от ллипы волны возбуждающего света. приролы опрелеляемого всмества и растворителя, кои- 
центрации раствора. паличия примесей в растворе. температуры. Чем ближе эта величина к 1. 
тем выше к.п. процесса. В аналитических пелях используют системы с нысоким кнаитовым 
ныхолом. Матемагическим обосиованнем количественного люминесиентного анализа служит 
урапиение: 1,, = Кс. Интенсивность излучения прямо пропорциональна кониеитраниз опре- 
деляемого соелинения (1,, = Кс) при условии. если © постояисн. т.е. если выполняется закон 
Вавилова (ем. курс физики и аналигической химии). 

Принципиальная схема измерения интенсивности фотолюминесцеиции — флюоресцеиции — 
привслена па рис. 6-93. Так как излучение флюореспениин изотроино. то монохроматор удоб- 
но расположить. как показано на рисуикс. Это важно: излучение источника не попалает на 
детектор. Флюориметрия болес чувствительна. чем фотометрия, так как при измерсиии погло- 
шения необходимо сравнить яве интенсивности лучистого потока. а во флюоримстрии изме- 
ряется сам аналитический сигпал. Более того. при низких концентрапиях фякюреспируюшего 
вешества исчезает помеха за счет тушения дюминесисиции этим вешеством. 

В аналитической практике распространены способы. оспованные на образовании флюорес- 
цнрующих комплексов с ионами металлов. Собственная флюореспениия имеет значение пля 
опрелеления редкоземельных элементов. органических соединений, витаминов. полипикли- 
ческих ароматических углеводородов © копленспрованными ядрами и др. Избирательность оп- 
релелений обеспечивается тщательным подбором условия проведения аналигических реакний. 
Среди многообразия флюорсецентиых реагентов можно упомяпуть 8-оксихиполин, полиокси- 
флавоны, кверцетин, оксиазо- и оксиазометиновые соединения и др. 

В методе фотоакустической спектрометрии пробу облучают светом. модулированным звуко- 
вой частотой. и регисгрируюг колебательную энергию безызлучательного перехода в осповное 
состояние в виде соответствующей звуковой волны. Этот способ отпосительно нов и весьма 
улобеи ири биохимических исслелованиях болыних молскул. 

Основное назначение ИА-слектрометрии — идситификаиия химических сослинений по их 
колебачельным и. реже, врашательным спектрам, возникающих вследствие поглошения ими 
излучения в области частот 13 000— 10 см". По ИК-спектрам находят характеристические час- 
тоты. отвечающие колебаниям отдельных групи атомов и фрагментов в молекулах. Олнако ис 
все колебания молекул активны в ИК-сисктрах. Метол комбинационного рассеяния света (за 
рубежом Раман-эффект) позволяст наблюдать неактивные в ИК-области колебания и. таким 
образом. лопочияст результаты ИК-спектромегрического исслелования. 

Масс-спектрометрия — мошное средство идентификании органических сосдинений. хи- 
мических элементов и их чувствительного определения (см. гл. 6.3.6). Формально отнесси- 
ная к сисктрометрическим мегодам анализа масс-сисктрометрия основана па воздействии на 
образеи высокоэнергегического пучка электронов как квантов электронного излучения и па 
послслуюшем разлелсини образующихся молскулярных и осколочных понов в электростатн- 
ческом н магнитном полях. Масс-сисктромстрия рассматривастся в связи с использованием 
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масс-селективных детекторов в метолах ГХ-МС, ВЭЖХ-МС, ЯМР-МС, КЭ -МС. ИСП-МС и 
обсужластся в соответствуюших разлелах. 

В группе радиоспектрометрических (ядерных) методов анализа, связанных с использованием 
ралиоактивиости. пналитические сигналы возникают за счет преврашения атомов исслелуемых 
элементов в ралиопуклилы. которые лалсе определяют по их ралиоактивиости. Регистрирую- 
ший прибор часто называют спскгрометром. В метолах спехтроменрии магнитного резонанса 
(ем. гл. 6.4.4) регистрируют сигналы, возникающие вследствие переходов магиитных диполей 
между энергетическим уровиями, расшеиляющимися в результате взаимодействия магнитных 
моментов ядер или неспарениых электронов е внешним магиитным полем. Это методы ядерио- 
го магнитного и электронного парамагнитного резонанса (ЯМР и ЭПР соответственно). Измеряя 
химические сдвиги сигналов ядер ІН. ЭС, УР, "Е, ЧМ и лр. но опюшению к стандарту. можно 
исследовать структуру индивидуальных соединений и их состояцие в растворах (ЯМР). ЭПР 
применяюг при определении радикалов и частиц, имеющих неспарсиный электрон. 


6.4.2. Молекулярная спектрометрия 


6.4.2.1. Спектроскопия в видимой и УФ-области спектра 


Знание без опыта — зрячий на неизвестной сму дороге; 
опыт без знания — слепеп па знакомом сму пути. 
П. Будет 


Первые сообщения об использовании метода сискгрофогометрин лля определения парко- 
тиков и ядов появились в середине ХІХ века. В 80-х годах ХІХ века В. Гартли (У, №, Нащсу). 
профессор химии Королевского колледжа Дунра, вначале предложил. а зазем использонал этот 
метод яля доказательства присутствия наркотиков в биообразиах при судебных разбиратель- 
ствах. В 1884 г. в локлале на засслании Королевекого химического общества в Лощонс он 
привел 32 спектра алкалоилов, среди которых были морфин, наркотни. кодепи, папаверин, 
апоморфин и другие. В лальмейшем число работ увеличивалось, расширялись возможноти 
применения этого метода. 

В настояшее время спектрофотометрия в УФ- и видимой области спекгра (УВИ-спект- 
роскопия) заняла достойное место среди пругих методов псслелонания вешеств. Получены 
и собраны значительные базы УВИ-спектрон лекарственных веществ. наркотиков и других 
биологически активных соединений. УФ-спектроскония получила широкое распространение в 
фармапевтических, токсикологичсеких, кримиизлистических п других исслелованнях. 

УФ-спектроскопия — разлел оптической спектроскопии. включаюший получение. песле- 
донание и применение спектров испускания. нотлошения и отражения в УФ-области. УФ- 
спектроскопия при длине волны менсе 185 им называется вакуумной, так как в этой области 
УФ-излучение настолько сильно поглощается воздухом. главным образом кислородом. что 
нсобхолимо применять вакуумпые пли наполиснные нспоглощаюшим газом спектральные 
приборы. Спектроскопия в видимой области света связана с исследованием взаимодействия 
вешеств с электромагнитным излучением, имеющим ллину волны 400—700 нм. Поглощенис в 
УФ- и вилимой области является результатом переходов энергии. в которые вовлечены глав- 
ным образом валситныс электроны. 

Спектром поглошения всшества называстся кривая зависимости сго способности к свето- 
поглощению (функция поглощения) ог ялины волны пли волнового числи. Это специфическая 
характеристика всшества. 

Измерения чаше всего проводят для растворов. хояя их можно проводить и для вешеств. 
находящихся в парообразном и твердом состоянин. аналогично получению ИК-спектров с 
применением газовых кювет или путем прессования таблеток с бромилом калия (см. далее). 

Спектры жидких образиоп представляют собой широкие. огпосительно невыразитель- 
ные полосы. которые являются результатом паложения большого количества близко распо- 
ложенных полос. соответствующих вибрационным и врашательным переходам электронов. 
В изсальном случае форма этих полос приближается к форме кривых распрелеления Гаусса. 
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Рис. 6-95. Схема пропускания и абсорбиии мо- 
нохроматического светового потока. 

|, — интенсивность мопохроматического излу- 
чения (светового потока). назающего па данную 
свстопоглошаюшую среду: Г — интсисивность 
излучения (снетового потока), нрощелшего че- 
рез эту среду (1 < |): ТС М) — пропускание 
или %Т процент пропускания [%Т = 100: (/ 
А — чиическая плотность, или экспизкция (Е). 
попниение: | —толшииа свстопоглощаюшсго 
слоя. 


Потери при у Е 

4» = 100: 
отражении от %Т = 10041) 
поверхности 


А=ЕЮ(Ы) 


> 


Рассеяние света 
раствором 


Потери при 
отражении от 
поверхности 


Осповной закон свстопоглощения справедлив только лля поглощения мопохроматического 


светового потока с постоянной длиной волны. 


Способность поглошать свет определенной длины волны являстся фундаментальным свойс- 
твом молскул всшества. В табл. 6-38 приведены способы прелетавления коэдкрициентов пога- 


шения. 


Таблица 6-38. Способы представясния коэфкрициентов поглощения 


| _ Используемые | 
Коэффициеит | сдинипы изме- 


Молярный коэф- моль/л 
фипнснт (показа- или 
тель) погашения? 


1 г/190 мл рас- Е 


Удельный коэф- У 


л.моль ем"! 


Обозначение н 
елииина измере- 
| рення ния 


є, л/(мольсм) 


Ирелставленнс 


Численио равен оптической плотности 
дапиого раствора при концентрации 
растворенного светопошошаюшего 
вешества 1 моль/л и толщине поглоша- 
кицего слоя Рем 


Численио равеи оптической плотности 


фицниемт (показа- гора данного раствора с массовой кониент- 
тель) погашения Е (1%. 1 см) рапней Г г растворенного светопоглоша- 
{нередко называют кицсго вешества в 100 мя раствора при 
пе вполпе точио толшине поглошаюшего слоя | см 
•улсльным коэф- 

фициепгом погло- 

шенин») | | | 

Поглотительиая | г/я а. Численно равна оптической илотиос- 
способность лесы) 1и ланного раствора с концеитрапией 


І грастворениого светопоглющающего 
вещества в | л раствора при толшине 
потлошаюшего слоя Гем 


Примечание. “Иногда эта величина может пыражаться через лесятичпый логарифм. обычно принимая 


значения от [ло 5. 
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Молярпый и удельный коэффипиенты погашения связаны соотношением 


М 
10 


5 ЕЁ: 


М — молярная масса растворенного вещества. 

(ледусг иметь внилу. что коэффиииент (показатель) поглошения К и коэффиниент (по- 
казатель) погашения (экстинции) є различаются в 2.3 раза. В аналитических исследованиях 
практически вссгза используют =. хотя сго часто называют коэффициентом поглошения. Это 
следует иметь в виду, чтобы избежать ошибочных результатов расчетов. 

Корреляция спектров абсорбции с молекулярной структурой вещества 

При абсорбции электромагинтиюго излучения атомы, ноны или молекулы вещества ис- 
речолят в другое (болес высоколежащее) энергетическое состояние на строго определенную 
величину. Кажлому разрешенному электронному (вернее электронио-колебательнюму) перс- 
ходу соответствует определенная полоса в электронном спектре поглошения. т.е. ллина волны 
‘частота. волновое число) максимума полосы поглошения. Интенсивность полосы поглошения 
зависит от вероятности персхола в аругое энериетическое состояние и от концентрации све- 
топоглошаюшних частиц. Чем выше величина = вешества (а это означает большую вероятность 
перехола). тем выше иитенсивность полосы поглошения в сиектре. Энергия разрешенных ира- 
зилами отбора электроппых переходов системы возрастает в ряду: п-э ле < д ле < п 0" < с 
— с“. В такой же послеловательности возрастает частота и умснышается длина волны полосы 
соответствующего перехода в спектре поглошения. 

Химические группы. солержащие в своем сосгаве электроны. способные осушествлять он- 
ределенные энергетические переходы. называются хромофорами (табл. 6-39). Хромофоры обус- 
ювливают появление полос поглощения в электронных спектрах. ауксохромы способпы из- 
менить степень или характер поглощения свста другими хромофорами вследствие эффектов 
сопряжения в молскуле (ауксохромы сдвигают положение максимума поглошения — А — 
хромофора). Ауксохромиые груипиы (в молекулах органических соелинсний) могут быть эяект- 
ронолонорными и электроноакиспториыми. 


Таблица 6-39. Нскоторыс хромофоры и соогветствующие им полосы поглощения 


ғ. Спектральные характеристньн хромофоров — — 


ми Хь Нм Е. фй ИМ а баз я Ш. Ба 
сС=м 250 10 
п. л* | 
Сас 1 175—180 6000 
С=С 180 10 000 
>” | 
С=о 195 1000 270--255 18—30 

п 7% 

“О, 250 10 

п» к“ 

\=0 | 660 | 0 

—0—М№0. 270 12 

- (С = С), 210—220 21000 
х к" | | | 

(С = С), — 260 35 000 

(С=С), — 300 52 (КЮ) 

-(С= С}, – 330 115 000 | 
С.Н.Ш— 154 46 700 202 6900 255 170 
г д® | 
Дифенил 246 2000 

Нафиалии 220 2 000 275 5600 312 175 


Аитрапси 252 199 000 375 7900 
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Окончание табл. 6-19 


Пирилин 174 80 000 195 6000 251 1700 

Хинолин 227 37 000 270 3600 314 2750 

Изохннолии 218 80 000 266 4000 | 317 3500 

СГион 131 10 000 

пон 226 12 600 

ОН. ион 194 12 600 187 5000 

Сг,О, иоп 440 3000 

Мпо, > пон 528 2400 зо 1500 225 Болес 
3000 


Чем больше хромофюрных групп содержит молекула. тем более интенсивно она поглошает 
электромагнитное излучение. Например. увеличение количества сонряжениых лвойных связей 
в молекуле с 2 ло 5 приводит к увеличению = „в 5.6 раза и А, с 210—230 до 330 нм. 

Если вешество при изменении рН раствора ионизирустся без деградации структуры (обра- 
тимо), то изображенные вместе спектры поглошения, полученные для растворов одинаковой 
кописитрации этого вешества. но при разных значениях рН, будут иметь одну или несколько 
изобсстических точек. Выражение «изобестическая точка» (от греч. слов изос — равный и сбес- 
тос — гасящий, тушаший) означает «точка равного погашения». т.е. общая точка пересечения 
серни спектральных криных (йбозфезйс рот). Например, если в растворе пахолятся две формы 
вещества (АГОН <—>АгО`), то семейсгво кривых поглошения, соответствующих различным 
значениям рН раствора. будет иметь одну точку, при которой поглотительная способность 
вещества остается постоянной, пе зависяшей от отношения концентраций АгОН/АгО-. Такая 
изобестическая точка зависит лишь от общего числа эквивалентных хромофоров для двух ви- 
лов частиц. находящихся в равновесии. На рис. 6-96 показана серия УФ-спектров органичес- 
кого красителя, полученных при разных значениях рН среды. 

Как вилно на рис. 6-96. все линии пересекаются в одной точке, близкой к 250 нм. В этой 
точке поглошение вешества не зависит от рН срелы. Наличие изобестических точек помогает 
при идентификации всшества. Кромс того. это свойство некоторых вешеств использустся при 
проверке надежности аппаратуры. 

В зависимости от условий среды у ряда вешеств изменястся способность к поглощению в 
УФ- и видимом свете, что является важной характеристикой вешества. Например. при изме- 
нении рН среды — при перехоле из кислой области в шелочиую — у веществ, содержащих 
фенольные группы. происходит смешение максимумов поглошения в сторону бблыних длин 
воли — батохромный (или красный) сдвиг (смешение). Батохромный слвиг {до 10 нм} харак- 
тсрен для наркотиков морфиповой группы со свободным фенольным гидроксилом (морфии). 
фенозназинов, барбитуратов, бензодиазепинов, пирилонов и нитрососдинсний. На рис. 6-97 
приведены структуры фенобарбитала (при различных значениях рН срелы) н соответствующие 
нм УФ-спектры. 

Как видио на рис. 6-97. фенобарбигал имест исхарактерное поглощение в области свыше 
230 нм при нейтральных и кислых зна- 
чениях рН среды. При РН 9.2 в УФ- 
спектре фенобарбитала появляется ха- 
рактериая полоса поглощения ири 240 
нм. Более высокие значения РИ срслы. 
например 13.0. приводят к лальнейше- 
му смешению максимума поглощения к 
255 им. однако в этих условиях вешест- 
во быстро разрушается. 

Гипсохромное (или синее) смешение — 
савиг полосы поглощения в коротко- 
вояновую область — характерно. напри- 250 260 270 нм 
мер. лля ароматических аминов в кис- Рис. 6-96. УФ-сисктры и изобестическая точка, 
лой среде. 
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Оптическая плотность 


225 250 275 Длина вопны. нм 


Рис. 6-97. УФ-спекіры фепобарбитала при различных значениях рН среды и соответствукииие им моас- 
кулярные структуры. 

в — нсионизированная форма фепобарбитала в 0.1 М растворе НСІ; 6 — монозиион фенобарбитала п 
0.95 М растворе боратного буфера (РИ 9.2}; в — аианной фенобирбитала в 0.5 М растворе гилрокенля 
натрия (рН 13.0). 


Увеличение пли уменьшение интсисивности полосы поглощения из-за влияния различишах 
факторов, в том числе влияния ауксохромов называют гиперхромным и гипохромный эрректом 
соответственно. 


Принцип аддитивности 


Приипин адлитивиости оптических плотностей: оптическая плотность смеси из т пешесто, 
подчиняющихея закону Бугера—Ламберта— Бсера и пе вступаклиих и химическое взаимолейс- 
твие пруг с другом, равна сумме паринальных оптических плотностей компонентов при постоян- 
ных ллине волны светового потока и голишнс светопоглошаюиего слоя. По имени автора этого 
приннипа К. Фирарлта математическое выражение нпогда называют травнением Фирордта. 


т 
Р =єс1+е,с1+...+Е,е,1= (Уес, 
= 
ғле 0 (или А) — оптическая плотность. Е - Е...Е моляриые коэффипиенты погашения компо- 
нентов раствори. с - С — нх концентрация: 7 — длина кюветы. 


На этом принципе основаны метолы количестненного определения веществ в смесях, в том 
числе вылеленных из биологического материала. 

На практике линейная коннентрационизя зависимость оптической плотности раствора лля 
многих вешеств пабмодастся только в относительно небольшом интервале изменения кониси- 
траций. За пределами этого интервала могут наблюдаться кажущиеся отклонения от основного 
закона светопоглошения (и положительные. и отрицательные). Отклонения называют кажу- 
шимися, так как основной закон свстопоглошения не нарушастся. а изменястся число свето- 
поглошающих частиц и/или прибор неточно регистрирует истинную интенсивность светового 
потока. прошедшего через раствор. 


2з<торы, влияющие на линейность закона Бугера "Ламберта -Беера 


Осповной закон снетопоглощения справедлив лля проходящего через гомогеишую изотроп- 
ную среду плоскопараллельного пучка мопохроматического света. Причины отклонений от 
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этого закопа связаны с физико-химическими свойствами апализпруемого вешества или всего 
раствора в пелом; особенностями используемого оборудования; анизотропией изучаемого объ- 
екта. 

Физико-химические свойства исследуемых растворов. Основная физико-химическая причина 
отклонения от закопа Бугерз—Ламберта—Беера обусловлена реакциями диссоциации. ассоци- 
апии. химического взаимодействия растворенного нсшества с растворигелем или рсакииями 
комплсксообразования. фотолеградаиии и другими. особенно приволяшими к образованию 
вешеств с отличающимся от исхолного вешества коэффициентом поглошения. На результаты 
исследований оказывают влияние прирола используемого растворителя. однородность раство- 
ра. а также процессы, способные привести к изменению его поглотительной способности. 
например флюореспениия. 

Выбор растворителя при проведении спектроскопических исследований имеег большое зни- 
чение (табл. 6-30). Миогие лекарственные вещества и/или наркотики при сиятии спектров 
в неполярных растворителях имеют несколько интенсивных узких полос поглошения. а при 
использовании полярных растворителей у этих веществ наблюдается сокращение полос погло- 
щения при одновременном их уширспии. 


Таблица 6-40. Основные растворители. используемые в УФ-сиектроскоини 


Допустимый предел использования: прозрачен до 


Насцарритель длнны волны. им 
Вала или разбавленная псоргаиичсская кислота 190 
Апетонитрил (чистый для ВЭЖХ) 200 
Анстопитрил 210 
Бугиловый спирт 210 
Циклогексан 210 
Этапол 95% 210 
Гелзан 210 
Гексан 210 
Изопропанол 210 
Метанол 210 
Эфир 220 
0.2 М растпор натрия гилроксила 225 
Дихлороэтан 230 
Метилсихлорид 285 
Хлороформ 245 
Чегыреххлористый углерод 265 
Бензол 250 
Пирилии 305 
Анетоп 330 


В электронной спектроскопии можио использовать любые растворители. прозрачные в не- 
обхолимом лиапазоне ллин волн. В анализе лекарственных препаратов и наркотиков, в том 
числе в биологических объектах. чаше всего используют 95% волный этанол. растворы мине- 
ральных кислот или шелочей. В то же время абсолютный этапол может привести к искажению 
результатов из-за находящихся в нем остаточных количеств бензола (см. гл. 8.1). 

Флюоресисниия исследуемого раствора приводит к увеличению светопотока. попадающе- 
го на фотолетектор и соответственно к занижению получаемых количественных результатов. 
Наблюласмый эффект сильно зависит от длины светового пути (длины кюветы). При прочих 
равных условиях отклонения от закона Бугера—Ламбсрта—Бесра из-за флюореспенции будут 
возрастать при увсличенни оптической плогности раствора и умснынагься с повышением кон- 
нентрации растворенного всшестна. 

Фотометрические измерения не рекомендуется проводить при очень малых или болыних 
величинах оптической плотиости растворов. Оптимальный рабочий интервал измерения опти- 
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ческой плотности — 0.2—0.6 слиииц (дпапазон 0.2—0.8): наименьшую ошибку получают при 
А = 0.434. 

Инструментальные причины. Наиболее частой инструмептальной причиной отклонспий от 
рассматриваемого закона является исмонохроматичность лалакикего на образец светового по- 
тока. Обычно непрерывный интервал ллин волн 5 определяется шириной выходной шели В и 


дисперсией мопохроматора . 


Увеличепие ширины щели, как правило. приводит к палению кажущегося коэффициента 
погашения в области максимума поглошения и одновременно к его увеличению в области 
минимума поглощення. Эти нарушения малозаметны на спектрах веществ с широкими поло- 
сами абсорбции. но могут быть очень резкими для узких зои поглошения. Практически, чтобы 
избежать искажения спектров. особенно при количественных определениях. ширину шели ус- 
танавливают много меньшей. чем полущирина исслелуемой полосы (щирина. измеренная на 
полувысоте полосы погяошения). 

При проведении измерений вблизи пограничных значений пределов измерения прибора. 
особенно ниже 220 нм и в зоне перехола УФ-света в вилимый. в которой происходит пере- 
ключение соответствующего источпика света у современных спектрофотометров. возможно 
получение некорректных результатов. Это диапазон длии воли от 320 по 400 нм. Особенно сле- 
лусг обрашать внимание па указанпые факторы при проведении измерений с использованием 
сильноноглошающего УФ-свет растворителя или при днфференинальном анализе сильноаб- 
сорбирующих веществ. 

Присутствие рассеянного света гакже искажает результаты исследований методом спектрос- 
копии, Пол рассеянным светом в ланном случае понимается полихроматическое излучение. 
попадаюшес в измерительную камеру прибора в результате различных отражений и расссямий 
в зиспергируюшей системе. К такому явлению приводят лефекты в призмах. зеркалах. лифрак- 
пионных решетках или кюветах. палсты различных вешеств из атмосферы или пыль. отпсчатки 
пальцев на поверхностях указанных деталей и лр. (см. даясе). 

Анизотропия исследуемых объектов. Пропорциональность межлу оптической плотностью и 
концентрацией вешества нарушается из-за неравномерности распрелеления поглошакицего 
вешества в пучке свста. Особенно такая ошибка заметна при проведении исследований мик- 
роспектрофотометрическим методом. 

Чрезвычайная интенсивность спета, папример от лазера, может приволить к тому, что по- 
лавлякиная часть молекул анализируемого вешества окажется в возбуждениом состоянии и в 
конечном счете будет наблюлагься отклонение от закона Бугсра—Ламберта—Бесра. 


Оборудование для исследований методом УФ-спектроскопии 


Оборуловапис лля провелспия исслелований состоит из исгочника света. устройства для 
иселелования проб. детектора и устройства для обработки ланных. 
Источники изаучения: 

• вольфрамовые лампы накаливания (потеет Татр) используются в видимой области для полу- 
чения излучения в диапазоне от 350 ло 800 нм. Обычно прелставляют собой кварцевые или 
стеклянные сосулы, в которых имсется вольфрамовая нить пакаливания; 

• водородные или дейтериевые лампы СН 1атр) используются пля получения ультрафиолетово- 
го света в лиапазоне от 160 ло 350 нм. по коиструкиии напоминают вольфрамовые лампы. 
но заполнены водородом и имеют в составе два элсктрода; 

• ксеноновые лампы (Хе їатр) используются аля получения интенсивного потока излучения 
в диапазоне от 200 до 1000 нм, используются редко из-за дороговизны и короткого срока 
жизни; 

е лазерные источники излучения применяются пля детектирования веществ занлемпыми ме- 
тодами. например для детектирования элюпрующихся из хроматографической колонки ве- 
шеств. 

Устройства для исследования проб. При определепнин наркотических средств и лекарственных 
веществ мстолом УВИ -сиектрометрии чаще всего используют жидкие образцы или растворы. 
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Рис. 6-98. Форма кювст различных размс- 
ров. 2.5 мм 5мим 10мм 20мм 40 мм 


Для исследования образцы помешают в спениальныс кюветы. изготовленные из квариа или 
стекла, реже из полимерных материалов. Стеклянные кюветы применяют в видимой снектрос- 
копии. так как они прозрачны в диапазоне от 350 до 2000 им и относительно лешевы. Кюветы 
из кварца прозрачны при длинах волн нижс 350 им. одиако они достаточно дороги (около 
3000 руб. за штуку). Обычно используют кювегы с ллиной светового пути от 0.1 до 10 см. Фор- 
ма кювет для образцов привелеиа на рис. 6-98. 

Пластиковые (одноразовые) кюветы применяют при проведении исследований в видимой 
области света. так как они пропускают свет в диапазоне от 350 до 900 нм. Слелуст обратить 
инимание на то, чтобы используемый растворитель ие растворял стсики или ие вымывая 
из них посторонние вещества, которые могут влиять на качество получаемых результатов. 
С этой же целью необходимо тщательно следить за поверхностью кювет, тщательно их про- 
мывать после работы, оберегать от механических повреждений. Последиее касается всех ви- 
дов кювет. 

Отдельные кюветы в ряде случаев конструктивно объединяются н систему кювет или ячсск, 
образуя специальные блоки кювет для многоканальных фотометричсских приборов. Оин пазы- 
ваются в зависимости от конструктивного исполнения планшетами. стрипами и т.п. 

Разновилиостью конструктивного исполнения контейнеров лля образца является проточная 
кювета. В них образец подается в измерительную проточную ячейку по тефлоновым трубкам. 
прикренленным ко входному и выхолному отверстням ячейки. Для подачи образца в измери- 
тельную ячейку обычно используется перистальгический насос. Проточные кюветы обеспечи- 
вают постоянную величину пути для светового потока и быстроту замера оптической плотиос- 
тин образца. Между замсрами ячейка автоматически промывается. 

Для обеспечения кинетических исследований в фотометрических приборах предусматрива- 
ется термостатирование кюветы с поддержанием задапиой температуры раствора (реакциониой 
смеси). 

Детекторы излучения. Во всех приборах для спектросконических исследований для иреоб- 
разования светового потока в электрический сигнал используются спспиальныс устройства — 
фотоэлектронныс умножигсли, фотоэдементы. фотодноды и фотоднолная матрица, называс- 
мые летекторами. 

Фотоэлектронпый умпожитель преобразуст световую энергию в электрические импульсы. 
которые усиливаются и поступают на считывающее устройство. Приниип действия современ- 
ных трубчатых фотоумножителей основан на использовании специальной трубки из фоточунс- 
твитсльного металла, который поглощает световую энергию. испуская электроны в количестве. 
пропорциональном палающей лучистой энергии. 

Фотоэлемент (фототрубка) состоит из снеточувствительного катода, изогнутого трубкой и 
покрытого цезисм. и узкого пилиндрического анода. Испускасмыс католом электроны собира- 
ются па аноде. образуя во внешней цели ток. поступающий на латчик лля измерения. 

Фотолиол (или светочувствительный диод — 11212} обычно изготавливастся из кремниевого 
матернала. а в более современных разработках применяются кремниевые микросхемы, кото- 
рые преобразуют энергию светового потока в измеряемый затем электрический сигнал. 
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Фотодиодная матрица представляет собой набор (линейку) фотолиодов, работающих в ком- 
плексе друг с другом. 


Некоторые гипы приборов для исследований методом спектроскопии в УВИ-области 


Прнооры лля исслелований методом спектроскопии в УФ- и вилимом свете различаются по 
своей конструкиии и ремаемым задачам. 

Фотоколориметры прелиззначены лля определения концеитрании окрашенного вещества 
путем измерения величии поглощения н пропускания в видимой части эдектромагнитного 
спектра. От источиика вилимого свела световой поток проходит через свстофильтр. Благоцаря 
его избирательности из всего излучаемого спектра вырезается область. близкая к ллине волны. 
соответствующей максимальной величине поглощения исслелусмого вещества. В результате на 
ооразсц паласт световой погок. нриближакмиийся к монохроматическому. Это является нсоб- 
холимым условием. После прохождения через кювету с исслелусмым образиом световой поток, 
часть энергии которого была поглошена растнором. посзупает на детектор. При этом величина 
энергии светового потока. падающего па приемное устройство детектора. оценивастся путем 
ее преобразования в электрический сигнал. Устройство. которое пропускает систовыс волны 
опрелелсиной ллипы волны и поглощает другие. называется светофильтром. Для этих пелей в 
фотоколориметрах использутотся стеклянные фильтры. Стеклянный фильтр представляет со- 
бой олин илн несколько слоев цветного стекла. пропускающих только те волны света. которыс 
не поглощаются данным иветовым фильтром. В абсорбинонпом фильтре Раттена (Мгапеп) 
между двумя чистыми стеклами расположен слой окрашенного желатина. который позволяст 
волнам только опрелеленной длины пройти сквозь фильтр н. следовательно. через кювету с 
образиом. 

Основными препмушествами стеклянных фильтров являются их низкая стоимость и про- 
стота. Главный пслостаток заключается п отиосительио широком япаиазоне ллин воли свето- 
вого потока на выходе свегофильтра — до 60 им. что отлаляет характеристики этого потока 01 
монохроматического. Диапазой ллин вони. пропускаемых фильтром. называют полосой про- 
пускания. 

Фотометры. Чтобы получить излучение с более узкой. чем у стеклянных фильтров. полосой 
проиускаиия. применяют иитерферсниионные фильтры. Обычно иитерференииоиные свето- 
фильтры имеют ширину полосы пропускания в пределах 6—20 нм. Фотомегры так же. как и 
колориметры. работают только на фиксированиых ллинах волн. при которых спектральные 
характеристики используемых фильтров имеют максимальные значения. 

Спектрофоютометры. Основное отличие спектрофотометра от фотоколориметра состоит в 
возможности пропустить через исслелусмый образец световой поток любой ллииы волиы, про- 
водить фотометрические измерения. сканируя весь диапазони длин воли ие только видимого, 
но и ближнего УФ-света. 

Режим сканирования позволяет получать сиектральную кривую поглощения (абсорбиии), 
опрелелять максимумы (пики) поглощения. а также исслеловать пропессы интерференции и 
находить ложные пики. приволяшие к ошибочным результатам при сисктрофотометрических 
исслелованиях. 

Принцин работы спектрофотометра заключается в том, что полихроматический свет от ис- 
точника прохолит через мопохроматор. который разлагаст белый свет на иветовые компопен- 
гы. с интервалом в несколько нанометров прохолит через ту часть прибора. гле располагается 
исслелуемый образен. а затем — через летектор. 

Спектрофотометр (УЛ (УФ- + вилимый свет) обычно имеет два источника света: для 
видимого и УФ-участка спектра. Современные сисктрофотометры работают в диапазоне от 
100—190) ло 9090—1200 им. 

Монохроматоры — устройства. позволяюшис разлелить полнхроматический свет на моно- 
хроматический спектр излучения. Действие сискгральных приборов — спектрофотометров — 
основано па том. что в нскоторых физических системах условия прохождения света оказыва- 
ются различпыми (лиспергирующие системы). Обычно в качестве таких систем используюг 
призму или дифракниониую решстку. 

Основным прсимуисслвом призмы являстся се низкая стоимость. Преимушество лифрак- 
ниониых решеток состоит в обеспсчении липейной дисперсии свети во вссм диапазопе види- 


450 Глава б 


мого п УФ-спектров. Недостатком лифракционных решеток является их высокая стоимость по 
сравнению с призмами и светофильлрами. 

Олной из самых важных характеристик монохроматоров является полоса пропускания. вы- 
ражасмая в слининах длин воли — панометрах. Иитерференциионные фильтры язют ширину 
пропускания в янапазоне 6—20 им. а призмы и яифракционные ранегки — болсе узкую по- 
лосу. менее | нм. При анализе иаркогиков и лекарственных вешеств. в том числе в биологи- 
ческих объектах. чаше всего используются спектрофотомстры с разрешающей способностью 
1—2 им и менсе. Уменьшение полосы пропускания влечет за собой повышение разрешающей 
способности снектрофогометра. Современные спектрофотометры ведущих приборостроитсль- 


ных фирм имеют разрешаютщтую способность до 0.001 им. 

Ло своим конструктивным особенностям спсктрофютомстры делятся на олнолучевыс и дву- 
лучевые. отличающиеся по стоимости н возможностям. Одполучевые спектрофотаметры ис- 
пользуются лля раздельного (нсодповремениого) измереняя иоглошения света раствором срав- 
нення и раствором исслелуемого вошества. Кроме того. смена длин волн и перемещсине кювет 
с раствором сравиения и раствором исследуемого вешества в таких приборах осушествляется 
вручную. Сиятие сисктров поглощения в широком дизпазоне длин воли с нримсиснием дан- 
ного вила спектрофотометров затрудиительно. Однако в современных приборах. управляемых 
компьютером. можно автомагизировать процесс. На рис. 6-99 показана схема одполучевого 
спекзрофотометра. 

Двулучевые спектрофотометры отличаются от однолучевых тем. что излучение, выхоляшисе 
из монохромагора. делится на лва идеитичиых потока при помощи врашающегося зеркала. 
При этом один поток пропускается через кювету сравнения. а второй — через аналитическую 
кювету. Прошелший через кюветы свет фокусируется на фотолетектор с частотой 0—20 раз в 
секунлу, что позволяет полностью компепсировать неспецифическую абсорбнию материалом 
кювет и используемым растворителем. Пошаговый лвигатсль обсспечиваст прашение моно- 
хроматора для осуществления сканирования образпов в широком диапазоне длин воли. Ско- 
рость сканирования обычно составляет несколько нанометров в секунду. Олнако современные 
высокоскоростные ириборы способиы осуществлять эту операнию со скоростью от 20—50 ло 
нескольких сотен наиометров в секунду, что приближает их к спектрофотометрам с диодиой 
матрицей. 

Спектрофотометры с фотодиодной решеткой являются особым типом приборов. у которых 
свет от источника направлястся непосредственно на образец и уже после этого па лифракци- 
опную решетку, которая проспирует разаожениый по поддиавазонам свст на фотолиодную 
решетку или матрицу со строго определенным количеством датчиков, преобразующих свето- 
вую энергию в электрические импульсы, Любой дианазон длин воли при подобиой конструк- 
ции спектрофотомстра дает свой отклик практически мгновенио (в пределах 10—30 мс). а нс 
последовательно. как это имеет место в тралинионной спектрофотометрии. Электрические 
импульсы с фотодиодов обычно обрабатываются микрокомпьютером с выводом результатов 
на диеплей. Количество фотолнодов определяет разрешающую способность спектрофотомет- 
рического прибора. 

Использование гакой схемы обеспечивает высокое быстродействие при работе спектрофо- 
тометра в режиме сканирования — менее 1 с на диапазон сканирования. что хорошо согласу- 
ется с возможностями хроматогрзфических метолов разделения. 
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Рис. 6-99. Блок-схема одполучевого спектрофотомстра. 
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Метрологические вопросы спектрофотометрии 


Правильность спектрофютометрических донных. В соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 
«Точность (Правильность и препизионпость) мстодов и результатов измерений. Часть 1. Ос- 
новные положения и определения». правильность (1тиспеѕх) — стеиспь близости ерслиего зна- 
чения. полученного на основании болыной серии результатов измерсиий (или результатов 
испытаний). к принятому опорному значению (см. гл. 6.1). Правильиость дапиых сисктрофо- 
тометрин оценивается по результатам исследования аналитических образиов сравнения (этало- 
нов. стандартов). свойства которых считаются известными. 

Сисктрофютометрические исслелования лают результаты. выражение в единицах длины 
волны (частога) и единицах оптической плотности (пропускание). Соответственио методика 
поверки должна предусматривать определение этих двух показателей рабогоспособности обо- 
рулования. 

Поверка шкалы длин воли. Поверка шкалы длин воли обычно проводится по спектру излуче- 
ния ртунюй лампы. В этом спектре имеется ряд узких пиков, положение которых известио с 
точностью ло 0,001 нм. Текущий контроль шкалы проводится по растворам солей релкоземель- 
ных элементов. облияающим узкими полосами поглошения. 

В ГФ СССР ХІ издания регламентируется положение: «При измерении на разных сиектро- 
фотометрах зпачения характеристических плин волн могут отличаться на +2 нм. Если отличие 
превышает указанный предел. то исобходимо провести калибровку шкалы ллии воли». 

Европейская и Британская фармакопеи устанавливают более строгие границы длин волн. 
С мой целью используются как полосы поглощения ртутной и лейтсрисвой лами. так и полосы 
погзошения 4% раствора (вес/объем) оксида гольмия в 1.4 М перхлорной кислоте. Допустимые 
расхождения лля УФ-диапазона составляют +1 им. лля видимой области света +3 нм. В табл. 
6-42 приведены полосы поглошения, по которым проводится поверка. 


Таблиця 6-42. Полосы поглощения, по которым проводится проверка шкалы длин воли 


Источник света Полосы поглощення, нм 

Раствор гольмия окенла 241.15; 253.7: 287.15: 361.5: 

в перхлорной кислоте 536.3 

Ртутная лампа 302.25; 313.16; 334.15; 365.43; 404.66: 435.53: 546.07; 
576.96: 
579.07 

Дейтериевая лампа 456.0 

Водородная лампа 456.1 


В настояшее время некоторые фирмы выпускают сиециальные поверочныс фильтры. На 
рис. 6-100 представлен снектр поглощения фильтра с гольмия оксилом. 

Поверка шкалы абсорбции. Для проверки шкалы пропускания ГФ СССР ХІ излания рег- 
ламентируст использование станлартного образца — раствора лихромата калия. содержаше- 
го 60.06 мг в 1000 мл в 0,005 моль/л серной кислоты при толщине слоя 10 мм. Оптическую 
плотность этого раствора измеряют несколько раз при длинах волн 235. 257. 313 н 350 им. 
соответствующих максимумам и минимумам поглощения. Рекомендуемые средние значения 
оптической плотности: 0.7483 для 235 им. 0.8645 для 297 нм. 0.2916 для 313 нм и 0,6403 лля 
350 им. Стандартные отклонения этих величин ие должны превышать 0.004 для 235 им и 0.002 
для прочих ллин волн. 

Для поверки работы прибора при болес коротких длинах волн можно использовать раствор 
никотиновой кислоты (0,016399 г/кг в 0.1 М НСІ). оптическая плотность которого при 210 им 
равна 0.7593. 

Поверка влияния рассеянного света. Поверка обычно осушествлястся при определенной дли- 
не волны с использованием конкретного раствора или светофильтра. Например. абсорбиия 
1.2% раствора натрия хлорила в воле должна быть не менее 2 ел. при длине светового пути 
і см и использовании волы в качестве образца сравнения. 

Поверка разрешающей способности. Обычио в спектроскопии для поверки разрешающей спо- 
собности оборулования используют стандартные смеси вешеств с известными спекгральными 
характеристиками. Например, Бриганская фармакопея 2001 г. для этих нелей. если в конк- 
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Рис. 6-100. Спектр поглошения фильтра с гольмия окисидом. 


ретиой статье прописано проведение такой проверки. регламентирует использование 0.02% 
раствора (объем/ объем) толуола в гексаие при использовании в качестве вещества сравнения 
толуола. При этом отношение поглошения при максимуме 269 им к поглощению ири мини- 
муме полосы пропускания при 266 пм должно соответствовать данной коикретной фармако- 


нейной статье. 

Если проводят исследование в режиме про- 
изводпой снектрофотомстрин (см. ниже). для 
проверки разделяющей способности обору- 
дования используют следующий полход. Для 
0.020% раствора толуола в метаноле записыва- 
ют спектральную кривую второй производной 
и днапазоне 255—275 нм отиосителыю мега- 
нола. На спектре межлу полосами поглоше- 
иня 261 и 268 им должны быть две точки эке- 
тремума. На рис. 6-101 показан спектр такого 
раствора и отмечены точки. необходимые для 
измерения. Соотпоигепис А/В должно быть не 
ниже 0.2. если другого ие прописано в конк- 
ретиой фармаконейной статье. 

Воспроизводимость  спектрофютометричес- 
ких данных. Освовные факторы. влияющие на 
восироизводимость результа:ов спектрофото- 
метрического измерения: 

• Химические и фотохимические: случайные 
погреишости в приготовлении анализиру- 
смого раствора: влияние мутности раствора 
и флюорссцениии анализируемого вещест- 
ва или содержащихся в растворе примесей. 

е Кюветная посрешиость: инескомиеиспро- 
ваиное из-за разной толшииы кювет пог- 
лощение растворителя. разнос светопогло- 
щение кювет. мпогократпые впутренние 
отражения света в кюветах. Последняя 
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Рис. 6-101. УФ-спскгральная кривая второй преоиз- 
волной раствора толуола в мстаноле. 
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причина вызывает при обычных условиях погрешность 0.05—0,2% пропускания. Наиболее 
сушественным компоиситом кюветной погреииости является невосироизводимость поло- 
жения кювет отиосительно онтического нучка- 

• Лосрешность холостого опыта. складывающаяся из погреиитостей в приготовлении раство- 
ров и влияния их летучести или свособиости к флюоресиспиии. Возможію песколько спо- 
собов учета оптической илотности холостого раствора. из которых панболсс точпым являет- 
ся испосредственное измерение оптической плотности испытуемого раствора относительно 
холостого. 

• Погрешность установки аналитической длины волны. складывающаяся из погрешности отсчс- 
та по шкале длии воли и несоответствия положения лиспергирующего элемента (призма. 
решетка) и указателя на шкале дани волн (т.е. проявление гистерезиса"). 


Спектрофотометрия как метод установления структуры вещества 


Широко применяются способы химического модифицирования аналита. которые позво- 
ляют в спожной смсси исслеловать само воисстно. его метаболит или примесь (например. 
продукт полусигегсза) путем смешения максимумов поглощения в УФ сисктре полученного 
леривата в длиниоволновую область. 

Провести полную идентификацию вещества на основе только резульгатов УФ сисктроско- 
ини без привлечения дополнительных данных об аналите практически невозможио. С лругой 
стороны. наличис максимумов поглощения у иселсдусмого вещества может приголиться аля 
нредварительной идентификации. В ХТА УФ-сисктроскопия расценивается как метод, имсю- 
щий отрицательное судебно-химичсское значение (см. гл. 5, 7, 8). 

При подозрении. что в исследуемом образис присутствует вещество, способное интенсивно 
поглощать в УФ- или вилимой области свеста, обычно проводят регистрацию спектров в кислой 
и шслочной водных средах. а также в органическом растворителе. иаиример в метанолс или 
маполе. Полученные значения максимумов поглошсния сравниваются с библиотечными зна- 
чениями. К настоящему времени обобщены УФ-спектральиые характерисгики мпогих сотен 
токсикологически важных всшеств и их метаболитов. что позволяет использовать полученные 
данные в ХТА. Обычно поиск по базам даниых осуществляется с точностью до + 2 нм. 

Количественный анализ. Количественный спектрофогометрический анализ поглошаюшего 
сист вещества сволится к определению его конпеитрации в растворе но установленной опти- 
ческой плотиости испытуемого раствора и раствора станларта с известной концентрацией при 
определенной длине волны, обычно соответствующей максимуму поглощения этого вешест- 
ва. Области переключения источииков излучения явзяются неблагоприятными для исслелова- 
Иня. 

Для умепыпспия ошибки измерения при исслеловании образцов. в состав которых входит 
только одно вешество с удовлетворительной способностыо к поглошению света, выбирают 
длину волны, соответствующую максимуму поглощения этого вешества. Такой подход чаше 
всего используют ири исследонаиии декарствениых препаратов. папример инъскинонпых рас- 
творов кетамина (ем. электронное приложение). Другой пример. При количественном опре- 
лелении моноксида углерола в крови постралавших (см. гл. 8.3. рис. 8-16) ВОЗ рскомеплует 
использовать изобестическую точку (А 579 им). 

Во многих случаях точное измерение поглощения свста вешеством при опрелелениой ллине 
волны бываст затруднено из-за иссиспифического поглощения материалом кюветы, раство- 
рителем или компонентами образца. Для уменышения воздействия этого фактора разрабогапо 
несколько подходов, среди которых гсомсгрический метол Мортопа—Стубба. лифферсиииаль- 
ная спектрофотоместрия. математические мстолы или методы химической модификапин иселе- 
лусмого вешества с целью изменепия положения максимума его поглошения. Некоторые из 
них описаны пиже. 


* Гистерезис (от греч. Һумсгесмх — отставание) — заназлывание изменения физической величины. харак- 
теризуюшей состояние вешества. от изменения другой физической величины. определяющей внешние 
условия. Гистерсзис наблюластся в тех случаях. когда состояние тела определястся внешиими условиями 
не только в ланный момент премеин. но и в нредшествующие моменты. Наиболее важны: магиитный 
гистерезис. ссгнелэлектрический гистерезис и упругий гистерезис. 
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Дифференциальная спектрофотометрия 


Кроме метола непосрелственной слсктрометрии. описаниого выше. болыное распростране- 
ние получил метол лифференииальной спектрофотометрии. При измерении светопоглошения 
апализирусмого раствора отпосительио срелы сравнения. оптическая плотность которой зна- 
чительно болыие 0. используют метол снектрофотометрии. называемый дифферепииальной. 
Дифференциальный метод анализа используют дяя повышения точиости сисктрофотометричес- 
ких и фотоколориметрических измерений при определении высоких кописнтраний веществ 
(от 10 ло 100%). Сушиость метода заключается в измерении свегопоглошения апализируемого 
раствора отпосителыю раствора сравиения. содержашего опрелеленное количество испытуе- 
мого вешества; это приводит к изменению рабочей обзасти шкалы прибора и спижепию отио- 
сительной ошибки анализа до ().2— 14. 

Кониентраиия вешества в образце сравнения С, обычно меньше его концентрации в аиа- 
лизирусмом образше С. хотя это и ис обязательмо. Пропускапис анализируемого раствора по 
отиошегию к раствору сравнения будет равно: 


56; =%). 
оті = 10 

Далее рассчитывают С. 

Если вяссти фактор пересчста Р = 1/1. то С, = С,+РА,. то расчеты значительно упрощают- 
ся. Фактор пересчета Е находят по результатам измерений оитических плотностей эгалонпых 
растворов отпосительно эталонного раствора с кониеитрацией С. 

Для диффереициальной спектрофотометрии характерны, кроме погрешностей. общих лля 
непосредствениой спектрофотометрии, свойственные только этому методу погрешности. иа- 
пример с ростом А, значительно увеличивастся ширина щели спекгрофотометра, что приводит 
к нарушению монохроматичности света, умспыпению коэффициентов поглощения вешеств 
и угла наклона калибровочпого графика. Также увсличивастся влияние расссянного света на 
результаты измерения. При уровне расссянного свега 1% использование А, > 1,5 не имеет 
смысла. так как калибровочный график становится параллельным оси абсписс. 

Дифференииальная сисктрофотометрия повышаст требоваиия к используемому оборудо- 
ванию, качеству кювет и квалификации сотрулииков, проводящих измерения. Используют 
различные варианты дифференциальной спектрофотометрии. 

Двулучевая и многоволновия спектрофотометрия. При измерении этим мстолом устанаваи- 
вастся разность поглощения исследуемого раствора при двух или болес ллинах волн. Такая 
молификапия метода спектрофотометрии широко использустся при анализе биологических 
объектов: лля количественного опрелеления примесей в реактивах и контроля нал холом син- 
теза. папример лекарствениых препаратов; в комбинированных методах исследования, нанри- 
мер ВЭЖХ со спектральным детектированисм. Рассматривасмый вид спектроскопии имеет 
рял преимушеств по сравнению с олнолучевым вариантом. Они связаны меныпим влиянием 
мутности раствора. поглощением растворитсяя. невоспроизволимостью приготовления раство- 
ра сравнения и непарностью кювет. 

Двулучевая сиектрофотометрия предпочтительна при наличии в растворах поглощающих 
или расссивающих свет примесей. малых значениях оптической плотпости и = /5® —0. 

Производная спектрофотометрия. Производную спектрофотометрию относят к одному из 
варизичов дифферснииальной сиектрофотометрии. Улучшение разрешения отдельных полос 
поглошения и повышение селективности спектрофотометрического определения лостигаются 
при псрехолс к епсктральным кривым второй. а иногда и четвертой произволпой. В произ- 
водной спектрофотомстрии измеряют разность свстоноглошения при двух длинах волн А, ил. 
разлеленных малым интервалом АА = А, — А, Предел огношений разности оптических плот- 
постей при двух ллипах воли АА к АА равси матсматической первой произволиой и является 
функцией от длины волны: ВА/АА=ГО.). Дифференцирование позволяст уменыпить ширину 
полосы основного пика и увеличить разрешение порскрывающихся в исходном спектре полос. 
при этом малохарактериое поглошепие подавляется. а характерные полосы. лаже при малой 
интенсивности усиливаются. На рис. 6-102 приведены исхолный спектр вещества и спектраль- 
ные кривые первой. второй и четвертой произволных. 
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замешенных бензола видно. что различие в строении 
молекул отражается в их колебательных спекграх. Этот 
факт — основа идентификации сослинений. 

Средния область ИК-спектра (часто упоминасмая 
просто как ИК-сисктр) широко используется в апачи- 
зе лекарственных всшнеств. наркотиков и песгинилов. 
Дальний ИК-спектр исобходим для анализа галогс- 
нипованпых соединений и нсоргапических вошсств. 
поэтому иекоторыс ириборы рабогиюг в диапазоне 
приблизительно от 500 ло 200 см"'. С помошью ИК- 
спектрометрии изучаются главным образом молеку- 
лярные спектры. так как в ИК-области расположено 
болынииетво колебательных и вращательных спектров 
молекул. Поглошение ИК-излучения носит селектив- 
ный характер и происхолит на тех частотах. которыс 
совпалают с пекоторыми собетисиными частотами ко- 
лебаний атомов в молекулах вещества и с частотами 
врашения молекул как целого, а в случае кристалли- 
ческого вещества — с частотами колебаний кристад- 1700 1900 700 900 см' 
лической решетки. В результате иптенсивность ИК- 
излучения на этих частотах резко палает — образуются Рис. 6-104. ИК-сисктры в областях 700 
нолосы поглошения. Кажлос сослинсние имеет спе- 900 и 1650—2000 см ' некоторых замещен- 
цифический ИК-спектр поглошения. отличающийся ЫХ беизоиа с метильными группами. 
от ИК-спектри поглощения другого сосдипения. При 
полном совпадении ИК-спектров поглощения двух или иескольких веществ можно утверж- 
дать, что данные объекты идситичны. Соединение в разных фазовых состояниях имеют близ- 
кие, по неодинаковые ИК-спскзры поглоисния. Тожлественные ИК-сисктры принадяежат 
оптическим изомсрам олного и того же сослинсиия. 

При ИК-облучении поглощсиис происходит только ири измсисими дипольного момента 
молекулы. Двухатомпыс молекулы, у которых ист дипольного момента, папример водород. 
азот или кислород. не поглошают в ИК-области. Полная симметрия в струкзуре молекулы 
ис дает возможности проявиться искоторым видам поглошения, например симметричиая мо- 
лекула этана ие лает углерод-углеродных полос поглошения. Как известно из курсов анали- 
гической химии и общей физики. молекулы и поны обладают несколькими видами эисргии. 
Это поступатсльная, электроиная. колсбатсльная, врашательная энергия, каждая из которых 
характеризует опрелеленное лвижение молекул. атомов или ялер атомов. Если амилитуца ко- 
лебаний ялер олной из связей значительно превосходит амилитуды колебаний всех остальных 
ялер молекулы. тогда частоту данного пормального колебапия условно относят к колебанию 
именно этой связи. Если частота. соответствующая кодесбанию определенной связи, мало ме- 
няется при переходе от одпой молекулы, солержашей эту связь, к другой. то такую частоту 
пазывнот характеристической. Наличие в колебательном спсктре характеристических частот 
(полос) олиозначио указывасг на ирисутствие в молекуле вешества соответствующих им свя- 
зей. Концещия характеристичееких частот широко используется лля проведения структур- 
по-групнового анализа веществ по их колебательным спектрам. Для полобного рола анализа 
неорганических и органических вешеств существмюг спепиальные корреляниониые таблицы. 
На схеме 6-! прелставчен диапазон характеристических частот опрелеленных связей в органи- 
ческих соединениях. 

В настоящее время ИК-сисктральный диаиазои 4009—4000 см! называют областью «отиечат- 
ков пачына». Совокупность полос в эгой области характеризует молекулу в целом (см. элект- 
ронпос приложение}. 

Количественная связь между интенсивностью 1 нрошелииего черсз вепшсство излучения. ин- 
тенсивиостью падающего излучения 1, и величинами. характсризуюшими поглощающее вс- 
щество. опрелелястся законом Бутера--Ламбсрта--Бсера (см. гл. 6.4.2.1). 

Если при колебаниях молекул нс происходит изменения липольных моментов. зарегистри- 
ровать их ИК-спектр нельзя. В этом случае необходимую колебательную ниформацию о мо- 
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Схема 6-1. Диапазон харяктеристнчсских частот определенных связей в органических соединениях 
‹Ю А. Золотов. 2002). у. м, — симметричные и антисимметричные валентныс колебания; 8. п — 
леформанионные колебания (см. курс аналитической химни). 


лекуле можно получить методом комбинаииоиного рассеяния свеста (КРС. рамановская спек- 
трометрия). С помошью спениальной техники удастся зарегистрировать результат модуляпии 
вилимого света колебаниями молекул. 

Таким образом, колебательные спектры регистрируют в форме ИК-спектров или спектров 
комбинационного расссяния (спектрон КР. рамаповских спектров). ИК-спектр представляет 
собой спектр поглошения в инфракрасной области. спектр КР возникаст при облучении ве- 
шества монохроматическим светом УВИ лиаиалона. При провускании монохпоматического 
светового потока (с частотой у) молекулы вешества поляризуются и рассеивают свет с частотой 
у грелеевское рассеяние) и частотами у+у 1 (комбинациоиное расссянис). гле ум — частота нор- 
мальных колебаний молскулы. Колебатсльные частоты наблюдаются в виде комбинаниониых 
смешсиий частоты возбуждакииего света в УВИ области сисктра (рис. 6-05—6-17). Частоты 
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- Неупругое (рамановское) рассеяние испытывает 
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Рис. 6-107. Схсма эксперимента по наблюдению рамановского расссяния (А). При облучении вемюества 
Зазером усиливаются колебания атомов модекул (Б). происходит потеря энергия излающего света (В). 


у — мы пазывают стоксовыми, а частоты у + уі — антистоксовыми. В результирующем спектре 
комбинационного рассеяния света паряду с зинисй инлупируюшсго света появятся допоани- 
тельные слабые частоты в более ллинноволновой области — стоксовы линии и в болес корот- 
коволновой — антистоксовы линии. 

Потери энергии падающего света после облучения образца зависят от: 

масс колсблюшихся атомов. которые входят в состав молекулы: 
• природы химических связей; 
• состояния вешсества. 
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Рис. 6-108. Рамановский спектр героина в УФ-лиа- 
пазоне (возбужаение вилимым светом даст сильную 
флкюресненнию). 


Интенсивность рассеянного света зави- 
сит от количества анализируемого пешес- 
тва. 

Сискар КР строят в координатах: интен- 
сивность рассеяния света — рамановское 
смешение. Энергия фотонов возбужааю- 
него света Пу должна быть меньше энер- 
гии электронного возбуждения молскулы. 
В противном случае можег возникнуть 
флююресиенция, перекрывающая спектр 
КР (рис. 6-108.). Помимо полос с часто- 
тами у+у 1. называемых полосами первого 
порядка. в спектрах КР могут появляться 
полосы второго (м+2у 1). трстьсго (у+3%,1) 
и болсе высоких порядков. 

Не все колебательпые персхолы будут 
наблюлагься в ИК-сисктре или КР-сисктре 
(табл. 6-43). 


Таблима 6-43. Осиовные различия ИК- и КР-сисктрометрии 


ИкК-спектрометрия (ИКС) 
Интенсивность полосы тем больше. чем сильисе 
меняется аипольный момент молекулы при дан- 
ном иормальмом колебании 


Максимальная иитсисивность полос поглощения 
у молекул с ионными связями 


Допояняст возможности КРС 

Полиый иабор колебательных частот молекулы 
может быть получен лишь па основе совместного 
знализа ИК-спсктров и спектров КР 


Прапило альтернативного запрета: лля молекул. 
имеющих ценгр симметрин. колебания. асиммет- 
ричные центру симметрии, акгивны в ИК-спект- 
ре и неактивны в сиектре КР 


Нельзя (не имсст смысла!) использовать лля изу- 
чения водных растворов. поскольку вола интен- 
сивно поглошяет ИК -излучение 


КР-спектрометрия (КРС) 
Митепсивпыс полосы присуши неполярным мо- 
лекулам с коваленгными связями (например. Н,. 
О,, СТ,). Обязательное усяовис — ноляризусмость 
молекулы 


Интенсивяость антистоксоных полос заметно 
ниже. чем сгоксовых (при обычной температуре) 


С повыніснисм интенсивности возбуждающего 
монохроматического свега интенсивносль полос 
КР возрастаст* 

Допойняст возможности ИКС 

Полный набор колебательных частот молекулы 
может быть получен лишь на оспюве совместного 
анализа ИК-снектров и спсктрон КР 

Правило альтернативного запрета: для молекул. 
имеющих пентр симмстрин. колебаиня. симмет- 
пичпые центру симметрии, активны в КР-сиект- 
ре и незкгивны (не набяюдаются) в снектре ИК 


Интенсивность некоторых полос возрастает в 
тысячи (леся гки тысяч) раз. сочи частота воз- 
бужлаюшего света у приближастся к частоте 
разрешенного электронного нерехола молекулы 
(резанансное КР свеса — РКР) 


Слелуст применять для изучения водных раство- 
ров. поскольку комбинанионное рассеяние воды 
весьма слабое 


*Лля того чтобы увеличить интенсивность линии рассеяния света. в качестве источника исхоаного мопо- 


зроматического излучения используют лазеры. 


КРС применяют пля исслелования молекулярной структуры оргапических и псорганичсс- 
ких соелинений. изучения нолных растворов нсорганических сослипений. определения конфи- 


гурационных изомеров и в других случаях. 


В табл. 6-44 приведены пределы обнаружения методов колебательной спектрометрии. 
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Таблииа 6-44. Пределы обнаружения метолов колебагельной сисктромстрни 


Метод ’ Предел обнаружения. 5 мисс. Агрегатное состояние 
| =. =. А 774 орразиов 
ИКС 10 1—10 Газы, жидкости, твердые 
пещестна 
РКС 10 1—10) Газы. жидкости. твераыс 
веисства 
Резонансная рамановская снектро- 10-105 Газы. жидкости 


метрия (РКР-спектрометрия) 


В ИК- и КР-спектрах наряду с колебатсльными полосами по обе стороны от них присутс- 


твуют и полосы, отвечающие колебительно-врашательным исрсхолам. По мере усложнения 
молекул вещеелв разрешение спектров умснышастся и отмечаются широкне колебательно-вря- 
нательные полосы. У кристаллических всшеств врашательная структура не паблюдается. Силь- 
пос ушнрение полос в спектрах твердых и жилких всшеств. а также их кониснтрированных 
растворов может быть связано с образованием водородных связей между полярными грушами 
соселних молекул. 


?амановская сисктромегрия нашла широкое применение в криминалистической экспертизе. 
Отличительные особенности рамановской спектрометрии. 

Неразрушающий бесконтактный анализ. 

Высокая химическая селективность. 

Высокая чувствительность. 

Высокое пространственное разрешенис. 

Объемный и микроскопичсский анализ. 

Различные объекты исслелования: наркотики. взрывчатка. краска. волокна, чернила и яр. 
Возможность апализа вещества в запечатапной упаковке. 

Автоматизированные измерения. 

Стационарпые и переносные приборы. 

Низкая мощность лазера. 

Быстрота измерений. 

Наличие тематических библиогск рамановских спектров. 

На рис. 6-109 представлены спектры КР близких химических структур — морфина и героина, 
Для обнаружения и идеитификания наркотиков применяют рамаповскую микроскоцию. 


Используемые приборы имеют специальный микрозонд для лабораторных исследований и 


Интенсивность 


Рамановский сдвиг, см" 


Рис. 6-109. Солективность рамановской спектроскопии. 
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птоволоконный датчик. Переносная рамановская система используется непосредственно на 
месте преступления. При этом можно быстро илситифицировать смеси паркотиков и их исход- 
ные компоненты по библнотеке сисктров наркогических веществ (рис. 6-110). 
За 10 с метолом КРС можно устаповить слелы взрвывчатых вешеств в образце или пе- 
чосрелетненно на руках субьекла, подозреваемого в их приготовясини и/или использовапии 
ис. 6-111. 6-12). 


Рис. 6-10. Обнаружение паркогиков с помошью рамановской визуализании. 
Смесь кокаина с сахаром: | — изражение в видимом свете: 2 рамановская визуализация коканиз: 
рамановская визуализаиня кокаина (посяс вычитаиня фона). 


10100110000 
010100000000 


Рис. 6-111. Отисчатки пальцев со следами взрывчатки. Озипсчаток 2-го поколсиия: отпечаток чистого 
альна. который коспулся 40-го отисчатка 1-го поколения лает положительный результат 


Рис. 6-112. Рамановская визуализация 
взрывчатых вешеств. Крупинки тексо- 
гена. 

| вешество в видимом свете; 2 — 
2 рамановская визуализания гсксогсна. 
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Рис. 6-113. Спектры КР бумаги и чернил. нанссенных на бумагу. 
Динна волны лазера 782 нм. лизметр лизерного пятна — 2 мкм, мошность лазера — 30 мВт, увеличение 
объектива х50. время регистрапии 2 мин. Коррекиия фона. 


С помошью конфокальной рамановской микроскопии можно илентифииировать разнооб- 
разные черные и цвогные черцила (рие. 6-113--6-115). отличать олнонвейные чернила лруг от 
друга (черные чернила представляют особую сложность). 

Помимостанаериного использования ИК -спекгрометрин для идентификации и количественно- 
го определения вещества (см. электронное приложение) мегод позволяет определять среднюю мо- 


лскулярную массу искоторых полимеров 
по количеству кониевых групп. степснь 
стерсорегулярности. наличие конформа- 
пий, водородных связей. взаимолсйствие 
растворенное — всшеслво—растворитель. 
природу гилратации и ар. Для решения 
таких сложных залач используют более 
мошную аппаратуру. отличающуюся о! 
традициониой, когда ИК-сисктр регис- 
трируют. например записывая на бланке 
циаграммы в координатах нропускание 
Т — волновое число Т, в режиме про- 
пусканис — время сканирования. Это 
так называсмый лисперсионный метод 
(см. ниже). Существенным нелостатком 
таких систем становится их инериион- 
ность. обусловленная последовательной 
записью спектра по мере сканирования 
всего заданиого участка ИК-области и 
инериионностью таких лстекторов, как 
болометры и термопары. Устранить этот 
недостаток можно с помошью сочета- 
ния математического алгоритма Фурье- 
преобразования с ИК-спектрометрией. 
ИК-Фурьс-спектромегрия позволяет 
чрезвычайно быстро — за сскунды — 
записать весь ИК-епектр (н в других 
областях спектра вплоть ло радиочас- 
тотной!). Математический аннарат Фу- 
рье-преобразования даст возможность 


Интенсивность (произвольные единицы) 


400 600 800 1000 1200 1400 1600 


Рамановский сдвиг, см' 


Рис. 6-114. Спектры КР разноцветных чернил. а — зеле- 
ные Вю” 6 — синие Рагкег? Ва] Реп. в — красные Вегої?. 
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500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000 
Рамановский сдвиг см” Рамановский сдвиг см" 


Рис. 6-115. Спектры КР чернил чериого ивета. а — Вс” Етс; 6 — Рио ВР-СР: в — ЗсНлещег”. Длина 
волны лазера — 514 нм. диаметр лазерного пятна — 2 мкм, мотносгь лазера — 30 мВт. увеличение объ- 
ектима — х5). время регистранин — 2 мин с коррекнней фюна. 


вылелять исхолные периолические компоненты из сложной также периодической функиии. 
например записи ИК-спектра. разуместся. путем соответствующей компьютерной обработки. 
Результатом Фурье-преобразования являегся частотный спектр. В этом методе вместо традици- 
онного монохроматора с выходной щелью используют классический иитерферомстр Майкель- 
сона м пироэлектрические летекторы, что позволяет резко увеличить скорость съемки всего 
спектра ло практически олномомеитной. Интерферомстр работаст как своеобразный высокос- 
хоростной прерывагель излучения. лающий соответствующую разность хода лучей. Благодаря 
этому два монохроматических потока с различаюшимися частотами, прошелшими через пробу. 
попалают в интерферометр олповремепно и дают в зависимости от различия в пропускании 
соответствующую интерференционную картину. записываемую после выполнения Фурье-пре- 
образования на компьютере как искомый ИК-спсктр. 

ИК-Фурьс-спсктрометрия обладает сушественно бблыним спектральным разрешением и 
отличается более низкими пределами обнаружения. так как вся энергия от ИК-излучателя 
прохолит через образец (отсутствие оптических шелей в приборе) и попадает иа детектор. 

Итак. ИК-Фурье-спектрометрия прелставяяст собой один из вариантов метода ИК-спектро- 
метрии м по сушсству не является отлельным спектральным методом. Сиектры вешеств. получен- 
ные па ИК-Фурьс-спектрометрах. не отличаются от спектров, полученных на лиспергирующих 
ИкК-спектрометрах. Термин «ИК-Фурье-спектромстрия» возник с появлением нового поколения 
приборов. в основе оптической схемы которых используюгся интерферомстры различного типа. 

ИК -спскгрометры разделяют на лиспергирующие и недиспергирующие. К приборам перво- 
го типа относятся сканируюшие спектрометры. к приборам второго типа — Фурье-спектромет- 
ры. Сканирующие спектрометры построены на базе монохроматора. в Фурьс-спектрометрах 
вместо монохроматоров применяют интерферометры (рис. 6-116). 

ИК-снектромстры (источник излучения — электрический пронодяший элемент) бывают 
олно- и двулучевыми или в одном приборе могут сочетаться два устройства. В лвулучевом при- 
боре, излучение прохолит н через образеи, и через ставларг. Стандарт нозволяст уменьшить пе- 
желательное поглощение, например растворителей. Прибор, снабженный комньюгером, может 
запомнить и записать спектр растворителя и затсм вычесть сго из слслующего спектра. Различ- 
ныс конструкции приборов позволяют излучению проходить через образси и стандарг одно- 
временно или через каждое вещество поочередно (раскалывание перед образиом). Клиновил- 
ное или гребеичатое гасяшес устройство. связанное с регистрирующим нпишушим устройством. 
регулируют лаким образом. чтобы поглощение обоих лучей было равным. Эти инструменты 
нелостаточно чувствительны в случае сильного поглошения образца. В современных приборах 
автоматически измеряется стенень интенсивности поглощения образца и станларга. 
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Источник 


Не-№е лазер ИЗЛУЧЕНИЯ 


Детектор 
излучения 
Не-\е лазера 


обрз1еи 


Рис. 6-16. А. Схема Фурье-спектрометра Пшйаь РТУ— 7000. 
Б. Принципиальная схема Фурье-сисктрометра. 1 — источник света. 2 — светоделитель. 3 — полвижное 
зеркало. 4 — нсподвижное зеркало. 5 — исследусмый образен. 


Ошибки приборов (ИК-спектрометров) обусловлены различными причинами. Как правило, 
ошибки измерсний при больших длинах воли зпачительнес. чем при низких. Для современных 
диспергируюших приборов допустима ошибка +5 см! или менее при 5000 см”. а в ряде слу- 
часв — ниже 200% см“, Чтобы калибровать масштаб длин волн. надо сначала записать спектр 
образца. а затем поместить полистирольную пленку в образси и записать некоторые из глав- 
ных полос с известными частотами. которые ие совпалают с главными полосами в спектре 
образна. Далее лля каждой области спектра вычисляют разницу между зарегистрированной и 
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правильной частотой полос полистирола и использмотг полученные данные в табличной или 
графической форме для иснравления наблюдаемых полос образна. 

В лиспергирующих рамановских приборах происходит фокуспрование рамановского сигна- 
ла на решегку. которая пространегвеино разделяет собранный рамановский рассеянный свет 
на индивидуальные длины волн. Этот пространственпо-лиспергированный свет направляется 
на летектор — ССО. В современных румановских слсктрометрах применяюг исключительно 
высокоиитененвные мопохроматические источники — лазеры гелий-неоновый (А = 632.8 км). 
аргоновый (А = 48$.0 нм). криптоновый (А = 530.5 им и 647.1 нм). Олним из лостониств 
использования лазеров с короткой ллиной волны является усиление рамановского сигнала, 
Эффективность рамановского рассеяния значительно увеличивается. когда ллина волна воз- 
бужлающего лазера становится меньше. Олнако пенрелсказуемая флюорссиениия (очень эф- 
рекгивиная эмнссия с величиной на несколько порядков большей. чем рамановский сигнал) за- 
трулняет применение рамановских спектрометров как рутинных приборов. Так. фяюоресценция 
лаже срсдией величины может перекрыть желаемое рамановскос измерение (см. рис. 6-108). 
Это явление зависиг ог длины волны. например образец. который флюоресцируег при олной 
злине волны. может быть нсактивным при другой. Поэтому в современиых приборах длина 
волны лазера оптимизирована, и сушествует алгорнтм быстрого и простого се выбора. Диф- 
ракнионная решетка оказывает сильное влияние на спектральное разрешение и производи- 
тельность прибора. Решетки имеют много линий или борозлок, «выжженных» па поверхности, 
которые диспергируюг ирихоляший луч. Чем болыие число борозлок на решетке, тем шире 
угол лисперсии выходящих лучей. 

Чем больше дисперсия исхолящих лучей, тем болыне плошаль. на которой будут располо- 
жены различные даниы воли, когла опи достигнут детектора. Размера детсктора ае хватает для 
всех рамановских длин волн. падающих на легсктор. В случае высокой лисперсии (высокого 
разрешения) двигают либо решетку, либо летектор для послеловательного сбора областей спек- 
тра. Отклик решетки зависит от длины волны. а дисиерсия вдоль оси длин волн нелинейная. 
поэтому спектральное разрешение устанадливлог лля конкретной длины волны. которое будет 
изменяться Вдоль всего спектра. 

Для повышения производительности работы в отпосительно узком диапазоне ллин волн 
решетку выбирают с учетом желаемого разрешения и мошносги лазера. В илеальном случае 
решетки должны быть специально подобраны к лазеру и условиям проведения эксперимента. 

Для лиспергирующих рамановских спектрометров в осповпом используют ССО с очень вы- 
сокой чувствичельностью па основе кремния. Детектирующиая поверхность ССО представляет 
собой двухмсрпую матрицу светочувствительных элементов. называемых пикселями (обычно 
кажлый пиксель имеет размер менее 30 мкм). Кажлый пиксель рабогаст как отдельный детск- 
тор. каждая дисисргированная длина волны детектирустся отасльным пикселем (или близко 
расположешюй группой пикселей). Обычио ССО имеют отклик в значительном диапазонс 
длин волн — для лабораторных систсм от 400 нм ло приблизительно 1000 им. Спепиализиро- 
ванные летскторы имеют откзик от приблизительно ПО) им до УФ-диапазона. Для лиенер- 
гирующих рамановских спектрометров с лазером 785 нм отклик при 3000 см! (соответствует 
области спектра валентных колебаний связи С—Н) отвечает излучению 1027 им. Многие ССО 
имеют очень слабый сигнал лля откликов па излучение лазера при 785 нм. по использование 
излучения лазеров © более высокими длинамн волн крайие иежелагельню. так как приводит к 
поломке летектора прибора. 

Интерференционные спектрофотаметры (или Фурье-преобразователи). В отличие от дис- 
нергирующих приборов. они имеюг устройство. разлеляющее луч. и два исрпендикулярных 
друг другу зеркал, одно из которых неподвижное. а вгорое — может двигаться пол углом к 
плоскости(см. рис. 6-116). Примерно полонина излучения от источника отражается па иепол- 
вижное зеркало, а загем — пазад к разаеляющему устройству. которое передает приблизитель- 
но половину (т.е. !/, исходного) на летектор. Вторая половина исхолного излучения прохолит 
через разлеляюшес устройство к полвижному зеркалу. глс отражается обратио на разделяющее 
устройство и примерно половина (т.е. опять '/, нсхолного) передается на лстсктор. Когла лва 
зеркала равноулалены от разлеляющего устройства. лучи интерферируют. Если полвижное зер- 
кало перемещается в любом паправленин на '/, длины волны (А/4). два луча гасят друг друга. В 
случае монохроматического света детектор регистрируст луч. интенсивность которого по мере 
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Спектры Интерферограммы 


Рис. 6-117. Получение свектроц с по- 
мошыо Фурьс-спектромегров в два 
этана. Пояснение в тексте. 


движения зеркала изменяется снинусонлально. Однако в случае полихроматического света лс- 
тектор записывает сумму всех волн: когда оба зеркала равноудалены от разделяющего устройс- 
тва. все волны нахолятся в олной фазе пи. интерфернируя. усиливаются и на интерферограммс 
виден интенсивный центральный пик (рис. 6-117). Таким образом. с помощью Фурье-спектро- 
метров спектры получают в два этапа. Сначала регистрирустся нитерферограмма. т.с. выходной 
световой поток в зависимости от разности хола разделениой на когерентиые пучки входной 
волны от источника. Затем с использованием болыпого объема вычислений математического 
прсобразовапия Фурье рассчитывается ИК-спектр. Мстод получил широкос распростраиспие 
только с появлением современных компьютерных систем. 

Применение Фурье-Раман-спектрометрии приводит к снижению вероятпости флюоресцен- 
ини образца. В Фурьс-Раман-спсктромстре обычно используюг возбужлающий лазер с длиной 
волны | мкм. ингерферомегр и высокочувствилельный детектор ближнсго ИК-диапазона. Де- 
текторы для Фурье-Раман-спсктрометрии. не требующие охлаждения или охлажлаемые жид- 
ким азотом. выполнены соответственно на основе арсснила милия и галлия или на основе 
германия. Эти детекторы имеют высокую чувствительность. но все же меньшую, чем СС на 
оспове кремния для вилнмого излучения. 

Фурье-Рамап-спектромелрия обеспечивает: 

высокую пропускаюшую способность; 

одноиременпое измерение всех длин волн; 

увеличение соотношения сигиал-шум в результате усреанения сигнала: 

высокую точность опрелслсния волновых чисел благодаря внугренней калибровкс интерфе- 
рометра. 

На результирующей интерферограмме кажлая точка (функция положения подвижного зер- 
кала) имеет иниформацию о каждой часгоге рамановского рассеяния. собринпого из образца. 
Индивидуальные частоты дскодирукися компьютером с использованием математического ме- 
тода — Фурье-преобразования и могут быть представлены как сисктральная информация. 

Современные приборы. использующие Фурье-прсобразование при нолучении и обработ- 
ке ланных, несёт значительные преимушества. Упрошается контроль над работой прибора, а 
поспроизволимость и точпость результатов возрастают. При этом возможен выбор наиболее 
удачного представления спектра. Цифровая форма записи спектров нозволяст оперировать 
с ними. Спектры растворителя и примесей можно вычесть из спектра исслелусмого образна. 
который в этом случае будет выровиеи, сглажен и преобразован в нужных координатах. мас- 
штаб поглощения можно значительно расширить. Спектр слабоноглошающего образца можно 
миогократио снять. что усредпит сигнал. заметно умецышит влияние шума и увеличит чувс- 
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твительность. Благодаря цифровой обработкс спектр образца легко сравнить с библиотекой 
спектров и список нанболсе близких вешсств вывести на экраи монитора или распсчатать либо 
зарегистрировать наличие функциональных групп. 

Лая исследования вещества методом ИК-спектрометрии очень важно иметь чистые образцы. 
ИК-Фурье-спсктрометры позволяют проводить сулебно-химические. криминалистические и 
лругие исследования биопроб, материалов. всисств и изделий на новом качественном уров- 
не. Эффективно использовать оборудование лля ИК-Фурье-спектрометрии можно только ири 
соответствующей полготовке пробы, прелназначенной пля анализа. При работе на ИК-Фурьс- 
спектрометрах можно применять как традиционные способы пробополготовки вешества лля 
НК-спектросконии. так и пскоторые новые приемы (с помошью дополнительных приставок). 
позволяющие использовать меньшие пробы. Главизя сложность заключается в очистке и об- 
работке нескольких микрограммов пробы без потерь. хотя в настояшее время эта проблема 
относительно легко решается при работе системы: газовый или жидкостной хроматограф и 
ИК-Фурьс-спектромстр. 

При исслеловании биологических жилкостей и тканей проба представляет собой остаток 
после выпаривапия извлечения из мочи. крови. ткани или другого материала. Для очистки 
биопробы используют любой вид хроматографии в зависимости от поставленных задач и усло- 
вий работы лабораторин. 

Наиболее трудоемкий способ — это бумажная или тонкослойная хроматография. Сушеству- 
ют значительные ограничения и меры предосторожности при этих способах очистки. Предъ- 
являются особыс требования к алсорбешу (чистота), элюенту (количество менес чем | мл; 
чистота). количеству образца, детекгируклиим агентам (не разрушающие структуру определяе- 
мого всшества). условиям выполиспия процедур (избегать контакта образцов с пластмассами. 
особое мытье посуды и лр.). Для кажлого вещества оптимальную хроматографическую систему 
н элюирукиний растворитель можно полобрать только опытным путем. Использование водных 
растворов кислот или шелочей лля элюпровапия всшеств с пластинок или бумажных хроматог- 
рамм и последуюшее извлечение из водного раствора более эффекгивны. чем прямое извлече- 
ние с алсорбента. Каждый способ очистки образцов с помошью бумажной или топкослойной 
хроматографии имест свои нреимушества и пелостагки. поэтому эксперт припимаст решение, 
исходя из конкретной ситуации. 

Очистка образпов с помошью газовой хроматографии способствует получению чистых об- 
разнов аля ИК-спектрометрии. Регистрируют спектр пара. выхоляшего из хроматографа, или 
вызеляют вешество и записывают его спектр. Метолика позволяет получить належные резуль- 
таты для летучих сослниений. Используют различные способы перевода вещества из газового 
хроматографа в форме. наиболее пригодной для получения ИК-сисктра. Например. барбиту- 
раты и фенотиазины уластся регенерировать на 50% в стеклянных или металлических капил- 
лярных трубках. выдерживаемых при комнатной температуре. более летучие вещества (амфе- 
тамины} предварительно охлажлают жиаким азотом. Микрокювсты вместимостью 2—0.2 мл и 
толщиной стенки 0.1--0.01 мм. извоговленные из хлорила серебра и называсмые виешиими 
кюветами. особым образом соелиняют с выходным отверстисм газового хроматографа. Кюветы 
можио использовать при комнагной тсмперагуре. охладить в замораживающих смесях или в 
жилком азотс. Их можно использовать многократно ири хранении в темном месте. 

Хорошие результаты получают при работе с мсмбранпыми фильтрами на основе эфиров 
пеллюлозы. 

Для звердых при комнатной температуре веществ приголна слелующая меголнка. Прямую 
трубку, пабитую порошком галогеноводородной соли шелочного металла. сослиняют с выхол- 
ныч отверстием хроматографа. Погок выходит из хроматографа и конденснрустся на порошке. 
который после этого сжимают в диск. Главная трулиость. обшая лля всех способов сбора фрак- 
пий. заключается в опрелелении оптимальной земнературы выхолной трубки хроматографа и 
темперагуры собирающего устройства. 

ВЭЖХ является наиболее улобным метолом очистки. особенно в тех случаях. когла ис- 
приемлема газовая хроматография или требхется лериватизапия пробы. В отличие от газовых, 
жилкостныс хроматографы обычно работают при температуре. близкой к комнатной. а боль- 
шинство используемых летекторов псразрушающие. Можно собрать соответствующую фрак- 
нию заюата. держа 1ест-трубку перед выходным отверстием. Во многих случаях количество 
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образна слишком мало. чтобы пспользовать стандартные кювсты, ноэгому применяют микро- 
кювегы тина внешних. Вещесгво регснерируют. выпаривая растворитель. Олнако выпаривание 
приводит к концентрированию всех ислетучих примесей в растворителе. поэтому очеш, важно 
применять особо чистый растворитель. 

Довольно часто используют простую технику микросублимации. Вещество сублимируют из 
выпареиного растворимого экстракта в трубке на охлажленном 1итифие прибора, далее субли- 
мат осторожно растираюя с порошком бромила калия и снимают спектр. 

ИК-спектры можно снять в паровой. жилкой и твердой фазах. но большинство веществ, 
ипгересуюших токсикологов, тверлыс при комнатной температуре. 

Ниже приведены способы подготовки проб. пе требукицих нрелварительного разлеления на 
компопенгы. Такие способы часто используются в различиых обласгях экспергной практики 
(кримнналистической. экологической. гоксикологической и др.}. 

Прессование таблеток с галогенидами шелочных металлов — основной и наиболес универ- 
сальный способ пробонолготовки. Он заключается в пизлельном перемешивании в агатовой 
(яшмовой) ступке или вибромельнице тонкоизмельченного образца с порошком КВг и нос- 
лелуюнем прессовании смеси в пресс-форме. в результате чего получастся прозрачная или 
полунрозрачная к ИК-излучению таблетка (рис. 6-15). Порошок КВг используется лля абра- 
зивного истирания поверхности. при этом удаляется слой образна толшиной 50—100 А. При 
необхолимости можно ироводить повторную обрабогку и послойное исслелонание, например 
многослойных иленочных материалов, 

Для получения качественных снектров после диспергирования частипы вешества должны 
быть размером 2—7 мкм (соноставимо с длиной волны ИК-излучения}. Иногда для облегчения 
растирания добавляют несколько капель перегнаниого растворителя (четыреххлористого угле- 
рола или гексана). который испаряется при последующем растирании. Наилучшие резульлагы 
получаются при вакуумировании пресс-формы. что позволяст избавиться от включений воз- 
луха в таблетки. Для таблеток можно использовать КВг аля спектроскопии или квалификации 
не ниже химически чистого, по предварителью высушенный от воды. Сушку бромида калия 
следует проводить при 600 °С в течение пе менсе 6 ч и хранить его в эксикаторе с осушителем. 
Проводить такую тщательную подготовку необходимо. так как в противном случае получае- 
мый спектр будет иметь широкие полосы абсорбированной воды в областях 3450 н 1630 см"! 
С таблеток лиаметром 3. 5. 7 мм и более можно регистрировать спектр без лополнительных 
устройств. Таблетки лизметром Ги 2 мм исобхолимо исследовать с использованием микрофо- 
кусировочного устройства (входит в комплект оборудования для спектрометрии). Если пресс- 
форма пе позволяет получать таблетки диаметром 1—3 мм. можно использовать снениалью 
изготовленный, например из каргона круглый вкладыш с вырезанным в центре огверстием со- 
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Рис. 6-18. Пресс-фюрма лля изготовления заблсток из КВг диаметром 13 мм и держатель тиблеток диа- 
метром 13 мм. Размер оправы 50х75 мм. 
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ответствуюшего лиаметра. Т:блетки лнамстром 1—3 мм используют при иссленовании микро- 
количеств вещества. Способ прессования таблеток имест следующие нреимушества: отсутствие 
мешающих полос матрицы (КВг). удобство хранения образцов (вешество при псобхолимости 
можно регенерировать). возможность исслелования жидких, вязких. мазеподобных и твердых 
летучих и пелетучих вешеств. Метол прессования с КВг имест ряд сушественных нелостатков. 
Спектры твердых ветисств. облалающих полиморфизмом. булут различаться в зависимости от 
степени размола и величины завлепия (см. пиже). В некоторых случаях. при онределенни не- 
органических солей. солей (гндрохлорилов) аминов и лругих оснований. может происхолиль 
частичный или полный ионный обмен. который приволит к значительным изменениям в сиск- 
трах. что делает спектральные исследования ошибочными. Метол прессоваиия таблеток с КВ! 
нелесообразно рекомендовать для образцов. которые нерастворимы в обычных растворителях. 
аморфиы или имеют устойчивую кристаллическую структуру и ис солержат ионов. способных 
к обмену. 

Суснеизионный метод предславляст собой растирание образца до мелкодисперсиого состоя- 
ния (размер частиц 2—7 мкм) и приготовление суспсизин в иммерсмонной жилкости с близ- 
ким к образцу показагелем преломления. При этом в качестве матрицы обычно используют 
вазелиновое масло или фторированиые. хлорированные углеволоролы («масла»). Получениая 
паста напосится с помошью ншателя на окно из онтического материала в виде тонкой ранно- 
мерной пленки. Выбор оптического материала можно слелать па основе ланных. приведенных 
в табл. 6-45. 


Таблица 6-45. Оптические материалы лля ИК -спектроскопии 


Область пропускания. | Прнмечвине 
ем! 


Оитический 


материал. ыыы а 16 Ре рее мет 
КВг 40 000—340 КВ! более гигроскопичен, чем КСІ (очень сложно 
улалить сдслы воды). Вола можст стать причиной воз- 
никиовения артефактов в снектре, например регис- 
| грация в ием ОН-полосы волы. Вместо КВг иногда 
используют Аг. 
Если образеи — потенциальный окислитель. слелует 
воспользоваться друРими способами пробоиоднотовки 
| лля нолучсиня надежных результатов 
Мас! 40 (40—59) 
Са, 50 1149 
ВаЕ, 50 000—840 
пс 20 000—454 
ККУ-5 20 000—254 Онгические комнознгы с паночастицами полупровод- 
пиков и металлов: нрозрачные поликристаллические 
оптвческие матерналы с высокими показателями пре- 
ломясния. ивпример КК$-5 (КВг + ТИ). КК$-6 (КВг 
+ТІСІ), КК$-13 (АЕВг 75% и АзС! 25%). имеют лн- 
нейные оитические свойства в среднем ИК-днапазоне 
з паходят применение в качестве быстролействующих 
к нерсключателей имиульсов лазерного излучения 
Полиэгилен 625—30 


Наиболее часто в экспертиой практике в качестве иммерснонной жидкости использустся 
вазелиновое масло. Одиако спектр вазелинового масла имеет полосы поглощения в областях 
2900. 1460. 1380 и 725 см! Эти полосы пакладываются на полосы поглошеиия образиа. ком- 
пенсировать их можно либо с помошью кюветы сравнения. либо путем вычитания спектра 
назелиноного масла из суммарного сисктра. На практике перфтопуглеводородное «масло» ис- 
пользуют при исследовании веществ в области 4000—1500 см-' (не поглощает фторированное 
*«масло»). а вазелиновое масно — в области 1500—4006 см" (мало поглощает вазслиповос мас- 
ло). Нелосгагки сусгензпоппоғо мстола: необходимость значительного количества вешества 
(10—20 мг); наличие в спектре полос поглощения иммерсиопиой жилкости: если нагревание 
или завленис в холс мсханичсского размалывания влияст на кристаллическую структуру образ- 
па (по бывает часто, см. ниже). то вид свектра зависиг ог времени истирания. На практике 
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спектры олного и того же всшсстпа, полученные методом таблетки е КВг и суспензиониым 
метолом. могут различаться (разрешенность полос в таблетке с КВг. как правило, значительно 
выше. чем в суспеизии). Поэгому спектры. нрелставленные в библиотсках ИК-спектров. в 
основном получены с таблеток (КВг). что важно учитывать при проведении идентификации 
псизвестного вещества по библиотекам ИК-спектров (способ пробоподготовки сравниваемых 
вешеств должен быть одинаковым). Если принять во внимание указаииые выше пелостатки 
суспензионного метода. то можно считать вполне оправлапным пренмущестненное использо- 
вание в экспертной практике метода получения таблеток с КВг. 

Получение пленок. При таком способе пробополготовки исобхолимо на окошке из оитичес- 
кого материала (см. табл. 6-45) сформировать тонкую (около 5 мкм) прозрачную пленку диа- 
метром 3—5 мм. Желательно, чтобы в прелслах светового луча сисктромстра толшипа образца 
была олинаковой. Сисктры. получаемые таким путем. пе всегда воспроизвалимы, поэтому 
нпогда приходится проводить повторные исследования. Получение тонких пленок на окошке 
из оптического материала можно проводить путем отлива из расплава (для полимерпых матс- 
риалов) и отлива из раствора с последующим высушиванием растворителя в термостатс или 
с помощью ИК-лампы. При этом псобходимо подбирать летучие растворители (эфир. четы- 
реххлористый углерол, хлороформ. этилаистат. спирты). которые испаряются при невысоких 
температурах, пе вызывая термического разложения образца. Получение пленок можно ис- 
пользовать для исследовапия термопластичных полимеров. растворимых в органических рас- 
творителях клеев. сильнолействующих и наркотических соединений, представляющих собой 
вязкие. мазеполобиые вещества. При исследовании органических сослинений метод может 
быть успешно использован в том случае, если после испарения растворителя на поверхности 
окошка пе образуются кристаллы вещества. При образовании кристаплов получаемый спектр 
практически непосироизволим и его невозможно иптерпретировать с исиользованием биб- 
лиотек ИК-спектров. Способ отлива пленки из раствора можно примепять для послелую- 
шей регистрации ИК-сисктров амфетаминов, кокаина основания и других вошеств, основания 
которых прелетавляюг собой маслянистые жидкости и образуют па окошке из оптического 
материала тонкую равномерную пленку (см. ниже примеры ИК-спектров). Исследование про- 
зрачиых пленок полимеров можно проводить в нативном виле посяе закрепления образиа в 
соответствующем держателе. который входит в комплект ИК-Фурье-спектромстров. При этом 
важно добиться соответствующей толщины пленки, так как для толстых пленок будет полу- 
чаться ззашкаленный» спектр. Уменьшить толщину пленки можио разными способами: для 
термопластичных полимеров — распрессовывание исбольшого фрагмента илсики (1—3 мм?) в 
нагретой пресс- форме; лля пленок на основе сложных эфиров (полиэтилентерефталат, поли- 
имилы) — гидролиз в растворе шелочи с нагреванием до 5()--60 °С, при котором происходят 
растворение поверхности пленки и соответствующее уменынение се толшины. Регистрируя 
спектр пробы в виде тонкой плепки, необходимо помнигь об указанных ограничениях метода 
и использовать его в зависимости от природы образпа и решаемых залач. 

Исследование веществ в жидком и газообразном состоянии. Анализ веществ проводится соот 
вегственио в жилкостиых и газовых кюветах, имеющих два окошка из оптического материала, 
которые помешаются на пуги луча спектрометра и между которыми находится исследуемое 
вешество. Жилкостные разборные кюветы с переменной толшиной поглощающего слоя входят 
в комилект ИК-Фурьс-спектрометра. В таких кювстах можно исследовать летучие и нелетучие 
жидкости, а также растворы веществ (рис. 6-19). 

Такой способ пробополготовки отличается высокой воспроизводимостью спектров. При 
исследовании растворов тверлых веществ устраняются явления полиморфизма. которые мо- 
гут оказывать серьезное вяняние на сисктр (см. ниже). При использовании кюветы с извсст- 
ной голшиной поглощающего слоя можно выполнять полуколичественный и количественный 
анализ. При проведении количествентых исследований необходимо стапларгизовать условия 
анализа и выбрать такую полосу поглошения в спектре пробы, для которой выполиялась бы 
линейная зависимость оптической плотности от концентрации вещества. Для исследования 
растворов вешеств прежде всего нужио выбрать поахоляший расгворигель, который лолжеп 
быть химически инертен по отношению к пробе и не поглощать в исследуемой области спек- 
тра, а также нс содержать влагу (особсино если используются растворимые в воде оптические 
материалы — КВг или МаС!). Число подходящих растворителей ограничено. Наиболее широко 
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Рис. 6-119. Виды жидкостных разборных кювет с компясктом прокяёдок, окна КВг и СаР2. Размер он- 
равы 50х75 мм. 


используемые растворители — четыреххлористый углерол и дисульфил углерола. потому что оин 
незначительно поглощают в ИК-области. Также применяют хлороформ. 1.2-дихлорэгилен, ме- 
тиленхлорид, циклогексан и гептан. Концентрация веществ обычно составляет 5— 10%, иногда 
20%. Однако при высокой концентраиии вешества с гидроксильными и/или ампиогруппами 
возможно образоваиие виутримолскулярных водородных связей. Растворитель часго способен 
взаимолействовать с растворениым вешеством. Тепло ИК-излучения способствуст испарению 
летучих растворителей. изменяя копцентрацию раствора. Все эти факторы могут привести к 
весьма зилчительпым изменениям частоты опрелеленных полос в различных растворителях. 
При проведении плентификапии вешеств поглошение растворителя можно компепсироваль с 
помошью либо кювсты сравнения. либо цычигапия из спектра расгвора спектра растворителя. 
что позволяет выполинть программное обеспечение любого ИК-Фурье-спектромстра. 

Когла вешество является газом при комнатной температуре. можно использовать дисиер- 
гирующие спектрометры и сисциальные возлухонепропицаемые газовые кюветы. Определение 
газов эфирективнее проводить, используя ИК-Фурьс-спектрометры, сослиненные с газовыми 
хроматографами. 

Пра анализе всшества в парообразиом состоянии в газовой кювете получаемый ИК-сиектр 
булег резко отличаться от спектра этого же вешества в конденсированном состояпии. Такое 
отличие обусловлено прежде всего тем. что в газообразном состояпии у молскулы возрастаст 
число стспспей свободы и уровней колебательной энергии, поэтому спектры веществ в газооб- 
разном или парообразиом состояпии отличаются паличием большого количества очень узких 
полос поглощения, Илситификацию веществ в парообразном состоянии проводят по соотвегс- 
глующим библиотскам ИК-сиектров. 

Исследование веществ в газовых кюветах (рис. 6-120) используют в экологии при анализе 
кирязнений атмосферы. С этой целыо промышлеипость вынускаст специальные оптические 
кюветы. В экспертной практике газовые кюветы длиной 5—10 см применяют при анализе лег- 
колетучих органических растворителей (см. гл. 8.2) и сильполействуюиних веществ (хлорацето- 
фенон, каисаиции и др.. см. гл. 7). 

Методы нарушенного нояного внутреннего отражения (НИВО) и многократно нарушенного 
полного внутреннего отражения {МИПИВО) широко применяются для исследования и опреле- 
ления многослойных снльнопоглошающих и сильно расссиваюших объектов. тонких пленок. 
поверхностных слоев. илом числе мономолекулярпых слоев. волных растворов. лекарственных 
препаратов. пря изучении состояния веществ вблизи грапипы раздела фаз (электрол—раствор) 
и ар. В таких случаях получение ИК-спектров тралипионпыми способами загрудпительно или 
невозможно. Методами НИВО и МИПВО можно работать и в УВИ -области спектра. Они яв- 
зяютея перазрушаюшими метолами исследования. 

В основе этих метолов лежат закономериости отражения электромагиитных излучений от 
различных срса. Спектры отражения получают. как правило. в оптической (ИК. УФ и види- 
мой) области с помощью спектрофотометров. спабжениых спеннальцыми устройствами. Раз- 
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Рис. 6-120. | — кювега гизовая 10 см. Окна лиаметром 40 мм КВги СаЕ,. Матернал: никсленое покрытие. 
пержавекиния сталь. 

2 — кювсга газовая мпогохоаовая 0.8—4.8 м. Окиа дизметром 22 мм КВги СаЁ.. Магернал: анодно- алю- 
мниинсвый сплав. пержавекипая сталь, стекло, золотое покрытие. 


личают спектры внешисго и внутреннего отражения. Перные н спою очередь делятся на спек 
тры зеркального отражения. когла палающий и отраженный лучи лежат в олиой плоскости є 
нормалью к отражаюшей поверхоости. а угол отражения равей углу падения. и сисктры днф- 
фузного отражения. когда отраженные лучи расссиваются по разным паправлениям. Характер 
внешнего отражения излучения определяется соотношением между ллиной волны А палаюше- 
го излучения и размерами неровностей отражающей поперхиости. При неровностях, размеры 
которых меньше А. наблюластся зеркальное отражение, в осгальных случаях — лиффузное 
отражение (рассеяппое излучение). Практически отраженное излучение имеет смешанный ха- 
рактер; при снециалыю выбранных условиях преоблаласт вклад того или иного вида отраже- 
ния. Зеркальное отражение получают с помошью глалкой плоской поверхности. в частности 
при исследовании молекулярных структур слоев. нанесенных на различные полложки. Зпая 
оптические постоянные вешеств, в спектрах отражения можно выделить смещение и иска- 
жение форм сисктральных полос и измспспие их пигенсивности. вызваиные не оптическими 
эрфектами, а изменепиями структуры отражаюшсй поверхности или химическими рсакпиями. 
Обычно при висшием отражении палаюший луч проникает н образец па глубину 10—20 мкм. 
С использованием ИК-Фурьс-сиектрометров могут быть исследованы слои толшиной от 5 до 
50 мкм при плошали исследуемого образца ло | мм? за время от 2 до 30 мин. 

Сисктры. полученные при зеркальном отражении. представляют собой сунерпозипию спек- 
тров отражения и пропускания. Обычно панлучшие результаты получают при угле падения 
излучения около 45" и толшине покрытий 0.01 мм. Количество отражсиной энергии при сколь- 
зящем налепии луча может быть значительно больше. причем проникновение излучения булет 
более глубоким. т.с. будет исследоваться бблыная толшиия образца. 

Спектры лиффузного отражения обычно малоинтенсивны. так как удастся собрать и напра- 
вить в спектральный прибор только очень небольшую часть рассеяипого (отраженного) излу- 
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чения. Поэтому в этом случае исобхолимо применять ИК-Фурьс-спектрометры. обладающие 
высокими светосилой и соогношением сигиза/Лнум. Получаемые при лиффузном отражении 
спектры часто полобны спектрам пропускания. Исследусмыми образцами могут быть массив- 
ные твердые тела. порошки (иногла солержащие папояцители — КВг. КС, СУ. прозрачные 
в исследуемой области спектра). волокнистые (ткани, войлок) и ячеистые материалы. пены. 
суспензии и аэрозоли. Спектры отражения при длиффузном рассеянии могут наблюдаться от 
остаточно малых количеств вещества. паиример ог пятеи на хроматографической пластвис. 

Спектры полиого внутреннего отраження наблюдают. ссли при отраженин светового луча 
его интенсивиость й спектральный сосгав ис изменяются. Если излучение проходит сиачала 
через призму и се границу с образном пол углом. превышающим критический. а затем прони- 
каст в образси (на глубину 1—2 мкм). гле теряет часть своей энергии н отражается. то спект- 
пальный состав ограженного света булет отличаться от спекгрального состава падающего еве- 
тового луча. а его интенсивиость уменьшится. Это явление называется нарушенным полным 
внутренним отражением. Регистрируя на сиектрофотометре нитеисивность отражениого излу- 
чения и определениом спектральном диапазоне (в ИК- пли УВИ-области спектра). можно по- 
лучить спектр поглощения тонкого ириповерхностного слоя оптически менее плотной среды — 
спектр НИВО. В качестве магепнала для призм используют прозрачные в различных областях 
сисктра квари. оксилы цинка и магния, сапфир, кремний, фторил кальция. сулыфил мышьяка, 
германий, селенилы мышьяка и циика, хлорилы патрия. калия и серебра. бромиды калия и 
ссрсбра. теллурил кадмия. алмаз. При интсрирстации спсктров НПВО слсдуст иметь в виду, 
что интенсивность полос повышается по мере увеличения длины волны. что обусловлено б0- 
лес глубоким проникновснием в образец длинноволиового излучения. Кроме того. нскажения 
формы полос и их смешения может быть обусловлены дисперсией показателя преломления. 

Часто используют методику получения сисктров мпогократио парушениого полного внут- 
репнего отражения (МНИВО). причем число отражений может быть 25 и более. При МНПВО 
нитенеивность полос поглощения в получасмом спектре мпогократио увеличивается по сран- 
нению с ИПВО: сами спектры получаются более четкими. 

Длина призмы, находящейся в коитикте с исслелусмым образцом, может превышань 50 мм 
при толщине до 2 мм (рис. 6-121). Угол падения излучения па кристалл можно варьировать, 
при этом изменяются число отражений и соответственно интенсивность спектра МНПВО. Чем 
выше показатель преломления материала призмы, тем мспыпе глубина проникновения нзлу- 
чения в образеи. Метод МИПВО особенно полезен для качествениого анализа и успешно при- 
меняется лля исслелования поверхиостей тверлых тел и жидких образпов — водных растворов 
(объемом ло 25 мкл). вязких и клейких нешеств. наст. поверхностных покрытий. поверхностей 
полимерных сослипений, волокпистых и вспепенпых материалов и т.д. Качество получаемых 
спекгров МНПВО сильно зависит от контакта между кристалличической призмой и образцом. 
Вследствие мягкости или хрупкости матерналов призм, используемых в этом методе. исследуе- 
мые твердые образцы должны иметь гладкую нлоскую поверхность и не должен быть чрезмер- 
но жесткими или шероховатыми. 

При исследовании зеркального отражения применяют обычно систему зеркал, которая от- 
клопяет пучок излучения, паправляст его па изучасмый объект и возврашаст отражениос из- 
учение вновь в сисктральный прибор. Для наблюдения сисктров НИВО используют такие 
жс приставки. но с той разницей. что в этом случас излучение направляется на призму, нахо- 
аящуюся в контакте с иселслусмым образцом. Для изучения спектров диффузного отражения 
обычию иснользуют так называемую полую фотометрическую сферу. внутренияя поверхность 
которой покрыта отражающим материалом, ис поглощаюшим в исследуемой области спектра; 
для входа и выхола излучения и размещения образиа в сфере продусматринаются соотвстгетвую- 
шие окна. При исследовании методом ИК-Фурье-спектроскопии можно получать ИК-спектры 
лиффузного и зеркального отражения с использованием соответствующих приставок, которые 
разработаны и продаются фирмами — произволителями спектрального оборулования. одпако 
эти лополнительные устройства используются только в отлельных случаях. Возможности таких 
приставок подробио описаны в специальной литературе. 

ИК-Фурьс-слектрометры в сочетании с приставкой НПВО (МНПВО) прелставляют собой 
эффективный аналитический инструмент исслелования химического состава жилких сред. в 
том числе водных растворов. а также мелкодисиерспых порошков и нолимерных пленок. Тол- 
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Рис. 6-121. Г — приставка МНИВО горизонтального липа. Призма (ое 36х16х4 мм. угол палспия 45 
2 — приставка зеркального отражения, угол падения 1%”. 


шина поглощающего слоя в зависимости ог материала и параметров призмы может быть пы- 
брана в пределах 1—50 мкм. Спектрометрия МН ПВО. являясь аналогом абсорбипоиной спек» 
тромегрии, позволяет сушестпенно упростить подготовку образнов и может использоваться лля 
реализации экспресс-метолик образнов. В приставках НИВО и МИПВО в качестве оптически 
болес плотных ерсл применяют различные прозрачные материалы © высокими показателями 
преломления КК$—3. КҜЅ--5, КК$—6. жилкостиые оптические элсмситы. например. йолис- 
тый метилен (СН). и др. На границе раздела фаз образиа и оптического магериала (КК5-5. 

КК$-6 — монокристалла галогенидов таллия или селенида циика) возникаег затухающая волна 

ИК-излучения, которая проникает на некоторую глубину в оптически менее паотную срелу 

(образец). при этом регистрируется спектр пропускания ультратонких верхпих слосв образца. 

Меняя угол паления ИК-излучения. можно послеловательно получать спектры более глубоко- 

лежащих слоев при исследовании мпогослойных пленочпых материалов. порошков. жидкос- 

гей. прозрачных и непрозрачных пленок (размер пленки не мсисе 0.5 см?) с использованием 
приставки МНПВО, которая прилагается к ИК-Фурье-спектрометру и устапавливастся в кю- 
ветное отлеление прибора. Спектр пробы, полученный метолом МНПВО, совпаласт со спект- 

ром пропускания вещсства. полученным при обычных способах пробоподготовки (например, в 

габлетке с КВг). по паличию. форме и относительной интенсивности полос поглощения. По- 

этому по МНПВО-спектрам илептификацию вещества можио проводить обычным способом 

с помощью библиотек ИК-сисктров всшеслв в конленсировапном состоянии. Преимушества 

метода МНИВО. 

• Простота пробоподготовки. Исслелусмый образен (жидкость. мелколисперсиый порошок) 
достаточно поместить в ваииочку, дно которой образовано призмой МИПВО. Полимерные 
образны мехапически прижимают к поверхности призмы. 

• Высокая воспроизводимость. Эффективная толшина поглощающего слоя поспроизполится с 
высокой точностью, в отличие от толщины оптических кювет, так как определяется только 
материалом и параметрами призмы МИПВО и коэффициентом преломления исследуемого 
вещества. 

• Простота обслуживания. Приспособления МНПВО в пропессе полготовки и измерений ис 
требуют сборки-разборки. не содержат трулнолоступпых полостей. которые могли бы за- 
трулиять промывку 

• Высокая производительность. Время получения спектра, включая помешение образца. при 
станзартных требованиях к разрешению и фотомстрической точности не превышаст 1— 
2 мин. 
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Спектры отражения — сдиисгвенный метой получения 
количественных оптических характсристик всществ, лля 
которых по лем или иным причинам (очень сильное по- 
глошение. невозможность получить тонкие слои и т.п.) ис 
могут быть получены спектры пропускания. 

ИК-Фурье-микроскопы являкися приставкой к Фурье 
спектрометрам н прелиазначены лля получення ИК-спек- 
тров пропускания и отражения лля области исслелования 
размером 300 мкм и менее. Могут оснашаться лвумя де- 
текторами (точечными, матричными до 128х128 пикселей. 
для срелисей или олижией ИК-области и лр.); видеока- 
мерой. моторизоваипыми апертурой. фокусом и столи- 
ком; НИВО-объекгивами и другими приспособлениями и 
приставками. Оборуловапие позволяет проводить иссле- 
дования микрообразпов м микрообластсй в неолиорол- 
ных образцах. ИК-микроской устапавливают в кюветном 
огделеини Фурье-спектрометра или в квазипараллельном 
пучке ИК-излучения. выводимого за прелелы ИК-Фурье- 
спектрометра. 

Прсимушества ИК-микроскопов при получении и ана- 
лизе инфракрасного изображения. 
® Возможность работы с микро- и макраобризцами, 
® Наличис объектива со скользяшим углом. 

• Автоматическое фокусирование в видимой и ИК-облас- 


7 Ра ях. 
Рис. 6-122. ИК-микроскоп МИК-15 т М ратар с 
позволнег проводить исследования озможиость исслсдоваиия крупиых ектов. 


микрообрашов и микрообластей в не- ® Возможность видеть олиовременно как всю площадь об- 
аноролных образнах. разпа. так и исследуемый фрагмент. 


® Возможность наблюдать объекты как через бипокуляры. 
так и па экраие компьютера через пилсокамеру. 
Возможность устанавливать олновременно либо два точечных детсктора. либо точечный и 
матричный детекторы. 
Возможность с помощью масштабирования в видимой и ИФ-областях получать при иеоб- 
холимости более высокос увеличение без смены объективов. 
Возможность запуска регистрации спектров с панели управления микроскопа. 
Олповременная реализания автофокуса для ИК- и видимой областей. что обеспечивает 
полное соответствие межлу вилимым изображением объекта и получаемыми ИК-спектрз- 
МИ. 
Возможность с помошью автоматического многоточечного анализа независимо анализиро- 
вать одиовременио мпожество образцов. помешениных па столик микроскопа. или мпожес- 
тво точек на одном образие. 
Преимущества ИК-Фурье-спектрометров и мстода Рамаи-сиектрометрии представлены в 


табл. 6-46. 


Габлиия 6-46. Ирсимушества испопьзовапия ИК-Фурье-сисктрометров и метола Рамап-спсктрометрии 


ИК-Фурье-спсктрометры* Метод Раман-сисктрометрни** 
Высокая чуветвительность: рекорлное по Можно анализировать образны любой природы. в 
срависпию с обычными ИК-сиектромстрами том числе полиморфы, в напограммовых количес- 
огношение сигнал/шум позволяее в несколько твах: одиночные кристаллы. жилкие глины. кремы. 
раз повысить чувствительность волные и органические растворы. масла. образиы 


газовой фазы, пронслурные потоки и др. 


Высокая произволительность: время получения По свосй ирироле недсструктивпый метод 
сиектра ири срелинх требованиях к разреше- 

нию и фотометричсской точности нс иревы- 

шасг 15—20 с 
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Окончание таба. 6-46 


Достоверность анализа: анализ и ичентифиха- | Простота метолики анализа: 

пия осуществляются автоматически с исполь- • тверлыс образцы ие прессуют в ласки КВт, а по- 
зованисм библиотеки стандартных спектров. мешают в облипованиыс золотом или стеклом 
включенной в базу сисктрометра. Практическн держагели и облучают лазером 

исключается возможность субъективной ошиб- | • жилкис образцы анализируют в кварцевых или 
ки онератора стеклянных кюветах. которые могут иметь зер- 


кальную залиюю поверхность для увеличения ни- 
тенсивности сигцала 

е многие образны (жидкис и твердые) могут быть 
проанализированы в стеклянной посуде. хотя 
опаспость возникповения флюоресценнии дост: 
точна высокая 

• образны аморфной природы и из материали тем- 
пого цвета. поглощающие много тспла ири дейс- 
твин лазера и легралируюшие, знализируют с по- 
мошью сиепиальтиых устройств и фильтров 


Автоматизация измерений: ипроиесс получения Вода является лучиим растворителем лля изучения 


спектра п его обработка полностью автома- КР-сиектра. поскольку Раман-спектр воды имеет 
тизированы; резульгагы измерений авгома- ойну широкую полосу при 3500 см’? слабой питеи- 
тически протоколируются и заносятся и базу сивиости 


лапных; сисктромегр может комплектоваться 
авюмагической мпиогопозиционной кассстой 
для образнов. управление которой осуществля - 
ется ог компьютера и может программировать- 
ся онсратором 


* Рамановская приставка (например. Зупезу ТМ) к Фурьс-сиектрометрам (ближний ИК-лазер) позволяет 
получать рамановские спектры без плияиия флююресиенции. 

**Персносной рамановский спектрометр. имеющий диодный лазер и электроохлажлаемый матричный 
ССО-лстсктор. разрешение 15 см" и спектральный диапазон 2700--200 см"'. позволяст рабогагь в полевых 
условиях. 


Особенности способов идентификации спектра. Выбор способа идентификации вещества по 
ИК-сисктру будет п значительной степеии зависеть от того, какая уже имсется ниформапия 
о веществе, например значение В. результаты цветных реакций и др. Когла предполагают. 
что ИК-спектр определяемого вешества идентичен найденпому библиотсчиому спектру, то 
следует сравнить полученный спекер со спектром стандартного образца. Эта проиедура пол- 
твердит или опровергиет прелварительную илентификанию. Если эти два спектра были за- 
регистрированы н одинаковых условиях и па приборах одного типа, они булут очень схожи 
Если спектры были зарегистрированы на разных приборах. они будут отличаться лруг от дру- 
га. В этом случае слелуст очень тшагельно сравнить относительную интенсивность и частоту 
полос (см. электропиое приложение). 

Если ИК-спектр не соответствует ня одному из имеющихся в банке ланных. а тип вещества 
известен. спектр можно найти в соответствуюших собраниях (атласах) спектров. ИК-сисктр 
опрелслениого веществи можно найти в коллекции сисктров по 6 осповным полосам поглоще- 
ния. Эго составляет оспову системы идентификаини. Во многих случаях ИК-спектр в атласе 
представлен в сокращенном виле. Отобраиные пики паиболес интенсишы (за исключением 
пиков в обласги 1490—1320 см ') и собраны в порядке уменыпсния их амилигуды. Однако из-за 
раззичия условий записи и используемых приборов при воспроизведении (при последующих 
опреленсниях) можно нс получить пики такой же иптсисивиости. 

В ИК-спектрах иногла регистрируют так называсмые фальсифицированиые полосы пог- 
лошепия. возникающие по разным причинам, например биоматериал был подвергиуг ис- 
скольким разным способам очистки. Следы пластификаторов. сурфактантон и масел па 
стекляниой посуле могут также стать причипой возникновения фальсифипированпых полос 
(табл. 6-47). 
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Таблица 6-47. а Фнъсифниойниея полос поглощения 


__ Частота см см" А Источинк Причнна возникновения полос 


ЗАПО- 2500 но Свободная или связанная пола в молекуле может увеличить 
четкость и ширину пика, Ири работе с лпсками КВг ник свя- 
запной воды может появиться ири 335) см" 


3300—3000 МН. Оптичсскос наложение 
1510—1600 =0 Примеси вешеств. молекулы которых солержаг карбопильную 
груниу. ивиример фосси в хлороформе. пластификаторы 
1750—1500 НО Свободная или связанная вода в молекуле может увеличить 
чсгкость и нирииу пика 
1610—1515 СОО- Ацетаты шелочных мсталлов (у котарых также есть слабая 
О полоса поглощения при 1425 ем’) 
С 
о- 
1400 “Ңң, Оптическое наложение 
1265 Ѕ\-СН, Смазка запорного устройства или силиконовое масло 
1110—1050 $1-0-5 Стеклянные посула или гилролизуемые кремневые сослинения 
730--720 Полиэтилен Полиэтиленовая лабораторная посуда 
700 Полистирол Поялистирольная лабораторная посуда 


Заключительной сталией процесса плентификации в иясале лолжна быть стадия сравнения 
спектра пеизвестного вешества со спектром чистого вешества. полученного. насколько это воз- 
можно. при тех же или идентичных условиях и на том же приборе. Это особенно важио, ссли 
соответствие спектра определяется автоматически. Компыотер может выделить из библиотеки 
только те спектры, которые заложены в сго память. Если спектра пайденного вешества в биь- 
лмотске нет. то компьютер полберет спектры наиболее близких по структуре вешеств. Особого 
внимания требует илентификания спектров тверлых веществ. облалающих полиморфизмом. 

Полиморфизм (способность молекулы кристаллизовиться в различные трехмерные струк- 
туры) характерен для многих веществ. Полиморфизм приобретает особое значение при опре- 
делении качества лекарственных препаратов. контроле их производства. изучении механизма 
токсичности веществ. Раман-снектрометрия часто используется для количественной и качест- 
венной характеристики полиморфных соединений в фармации. экспертизе наркотиков и лру- 
тил токсикантов. Термин «полиморф» включает в себя полиморфы. исведополиморфы. гид- 
раты и сольваты. и его обычно используют лля характеристики сосдинення как совокуипости 
разных кристаллических структур. которыс сосуществуют как сдинос целое. 

КР-сисктрометрия может быть использована лля изучения природы полиморфа (рис. 6-123) 
м особенно полезна в случаях. когда исвозможина сго полная кристаллографическая характс- 
ристика. Дополнительное преимущество Раман-спектромегрии в нолобных исслеловаииях — 
простога метода и возможность измерения низкочастотных колебаний (500—50 см"). Часто 
спектры двух тверлых вешеств различаются в иизкочастотной области рамановского спектра. 
Метод Фурье-Рамап-сиектрометрия позволяег без разрушения и разделения образца иленти- 
фицировать лекарственные формы. солержашие смесь полиморфов. опрелелять в них примеси 
и наполнителн. 

Полиморфиые вешества могут давать различные не только КР-. но и ИК-сисктры. Напри- 
мер. полиморфизм характерен лля барбитуратов. Спектральные различия между полиморфами 
связаны с образованием различных впугримолекулярных и межмолскулярных водородных свя- 
зей. Кристаллическую структуру барбитуратов можно изменить в пропессе пробоподготовки. 
поэтому. если результаты воспроизволимы. ИК-спектры барбитуратов можно использовагь лля 
их идентификации. 

Полхад к нитерпретации ИК-сиектра неизвестного вешества внутри группы родственных со- 
слинений можно показать на примере барбитуратов (см. гл. 7.3.7). Барбизурагы — производные 
малонилмочевой (барбитуровой) кислоты, имсюшие 2 заместителя в положении 5. Кроме того. у 
некоторых из них есть заместители в положении |. а у тиобарбитуратов атом кислорола в поло- 
жении 2 замещшси атомом серы. Барбилурагы по химическому строению можно разделить на три 
группы: 5,5-аизамешенные производные барбитуровой кислоты. 1.5.5-тризамещениые барбиту- 
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Рис. 6-123. Фурье- Рамаи -спектры двух полиморфов карбамазенииа (А ТемБоок оѓ Моасгп Томсоюру Бу 
Еглея Нодрѕоп. 2004; Сіагк`< Апаіуѕіѕ оѓ Огивх алд Роізопѕ. ондоп, 04). 


ровой кислоты. 5.5-дизамешеиные тиобарбитуровой кислоты. Эти группы можно в свою очередь 
также разделить. исходя из природы заместителя в положении 5. на алкил-, алкенил-, арил- или 
циклоалкенилпроизводпые. В большинстве случаев у барбитуратов одним из заместителей в по- 
ложении 5 является этильния или аллильния группа. лниейная или циклическая группа с 5 и 
менсс атомами углерода. Некоторые барбитураты выпускают в виле патриевых солей. Поэтому 
ИК-снектр барбитурата будст зависсть ис только от принадлежности всшества к определенной 
группе. но и от приролы заместителей и формы барбитурата (например. солевой). 

За исключением фенобарбитала и барбитуровой кислоты. свободные барбитураты не погло- 
щают при зизчениях выше 3300 см"! (рис. 6-124). Для нссх барбитуратов характерны лве полосы 
при 3200 и 3100 см" (\-Н-колебания). В 5.5-лизамешеиных относительная интеисивность этих 
лвух полос сопоставима. хотя полоса поглошения при 3100 см" обычно менее интеисивиа. У 
некоторых из пих питенсивность полосы при 3100 см! может быть очень пеболышой и часто 
идентифинирустся как плечо при 3200 см". Метилфенобарбитал является исключением: в сго 
ИК-спеклре нолоса поглощения при 3100 см"! самая интенсивная. Схожее явление паблюдают 
в спектрах натриевых солей. когда замещен атом волорояа в положении 1 или 3. Четыре по- 
лосы поглошепия средней интенсивности наблюдаются в области от 3000 до 2800 см"! (за счет 
С-Н-колебанпий алкильных заместителей в положении 1 и 5). По иитеисивности полос можно 
приблизительно судить о количестве С-Н-связей и. слеловательно. числе углеролных атомов в 
цепи. Это ие огпосится к натриевым солям. в которых полоса. возникающая при 3000—2950) см". 
становится более интенсивной по сравнению с этой же полосой поглошения свободного бар- 
битурага и является самой значимой (см. рис. 6-124). Три полосы поглошения в области 1765— 
670 см". возникающие за счег С=О-колебаний. имеют разное провсхожление. Зная это, можно 
понять причину различий в спектрах барбигуратов. В симмегричных молскулах иитепсивность 
этих трех полос одинакова. В асимметричных молекулах болес высокочастотная полоса менее 
ингенсивна. чем две другие. что особсино замстио. когда есть заместитель в положении 1. 
У натриевых солей барбитуратов наблюдают только две полосы в этой области поглошения 
(молскула пссимметрична). которые вилны при болсе низкой частоте — межлу 1700 и 1650 см". 
Широкая интенсивная полоса поглощения между 1600 и 1550 см" характерна только дпя солей. 
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своболные барбитураты не показывают фактически никакого поглошения в этой области. Для 
натрисвых солей тпобарбитуратов характерна самая пизкая из трех вибраний С=О в области 
1700)— 16х00 см". Одизко у пих ссть широкая нитсисивная полоса поглошения между 1650 и 
1600 см! Итак, по числу. положению и интенсивности полос поглощения в области между 
1400 и 1500 см” можна сказать. является ли барбигурат солью и принадлежит ли к групие ти- 
опронзводных. 

Для большинства барбитуратов характерны сильные полосы поглошения между 1460 и 
1259 см! (С-Н-леформапионные и С-М-лнинейные колебания). Натриевые соли тиобарбиту- 
ратов имеют широкую интенсивную полосу поглошения между 1500 и 1430 см". которая. как 
полагают. обусловлена С-М№-линейными колебаниями углеродного атома. связаииого с серой. 
Эта полоса ие присутствуст в спектрах обычных барбитуратов и поэтому может служить от- 
личительным признаком сослинений. солержаших серу. В ИК-спектрах многих барбитуратов 
есть полосы поглошения с питенсивностью от слабой до срелией в области 1150—900 см”, 
В олнозамещенных барбигурагах замстпо большое число полос средней интенсивности. У нс- 
ществ с аллильной грунпой паблюлаются полосы поглошения при 100—960 см", возникаю- 
шие за счет деформационных С-Н-колебаиий. Натриевые соли тиобарбитуратов имеют полосу 
поглошения средней интенсивности между 1020 и 1000 см". 

В области межнцу 900 и 800 см! в ИК-спектрах барбитуратов. за исключением тиобарбиту- 
ратов. имеется широкая полоса различной нитеисивности. 

Ниже приведены примеры идентификании наркотиков с использованием ИК-Фурье-спек- 
трометрии {данные авторов). 
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Рис. 6-124. ИК-спсктры (1) барбитдла и (6) барбитал-патрия (Сіатк є Апліузіх ог Огирх апа Роіѕоп. Гопдоп. 
У 


Исследования щинимились в Экспсрто-криминалисгичсском пеитре МВД из ИК-Фурье-сискурометрах БРС, 
Рагаюот ТІО00ЮС. 1760Х ифирма Реал Ешпюг. США) и [трах 400. МАСМА 550 (фирма №ісокі. США) экспертами 
ВИ Сорокиным. Е.А. Симоповым н др. в 1997—2195 гг. 
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Пример 1. В начале 1998 г. в Москве и Московской области появилось новое. раисе не 
встречавінесся в незакониом обороте в России. наркотическое средство — этонитазен. Со- 
гласно данным литературы. этопитазен но аналгезирукниему действию превосходит морфин в 
1000—1500 раз; наркотическое срелство галюнипогениного действия. одно из самых расиростра- 
ненных синтетических наркотических средств (см. гл. 7). 

Изъятыс образцы ирелставляли собой порошкообразные всшества белого и светло-желтого 
цвета. В состав порошков в качестве наполнителей входили тальк и сахароза. Основная задача 
подготовки пробы к исследованию метолом ИК-сисктрометрии состояла в выделении акзив- 
ного компонента. 

Методика. Навеску объекла массой около 10 мг помсиают в склянку. добавляют | мл дис- 
тиллированиой воды. каняю 25% водного раствора аммиака. | мл хлороформа (или четырех- 
хлористого углерода). осторожно встряхинают. а затем центрифуғируют (особенно при нали- 
ция талька). Органический экстракт {нижний слой) зккуратно переносят в агатовую ступку и 
выпариваюг в сушильном знкафу при 50—60 °С до сухого остатка. который исслелуют метолом 
ИК -спектрометрин. ИК-спектр образиа этонитазена сравнивали с библиотечным ИК-спек- 
тром этонитазена (рис. 6-125). Этонитазен |1-(2-лиэтиламиноэтил)-2-п-этоксибензил-5-нит- 
робеизимилазол| — брутто-формула С„Н.М.О.. молекулярная масса 396.5 а.с.. ‘смнература 
плавления хлороволоролной соли 162— 164 °С. 

Пример 2. Фепииклиаии встречается в виде таблеток. капсул, пороикка и волных растворов. 
а также может быть нанесси на растительные объекты: петрушку. табак. мяту и марихуану. 
Существует несколько вариантов синтеза фенниклилина. однако во всех известных нам вари- 
антах в качестве ирекурсоров иснользуют циклогексанон и нийсрилин. Длительность синтеза 
примерно 10—12 ч. В связи с решением ряда криминалистических задач ировели ИК-сиектро- 
мегрию образцов. 

Методика. При поступлении на неслелование порошок прелварительно растворяюг в воде. 
К І мл водного раствора фенциклилина добавляют | мл хлороформа и канлю аммиака. Смесь 
эиерғично встряхивают. дают отстоялься, а затем пипеткой отбирают часть инжнего слоя (0,6— 
0.8 мл) так. чтобы ие захватить всрхний водный слой. Отобранную пробу нереносят в агатовую 
ступку и иснаряют растворитель. после чего дополнительно подсушивают в сушильном шкафу 
при 60 °С в течение 15 мии. Образовавшийся иа стеиках ступки белый шост перстирают с 
бромндом калия и прессуют в таблетку. Полученную таблетку сисктрометрируют на ИК-спек- 
трометре в лизпазоне волн 4000—400 см! с разрешением 4 см". Полученный спектр имеет слс- 
лующие основные полосы поглошения: 701. 757. 963. 1975. 1112. 1156, 1445, 1495, 2796. 2853. 
2928. 3056. 3087 см". 

Для выяиления фенниклилина использовали меголы капельного химического анализа, тои- 
кослойной и газовой хроматографии. хромато-масс-спектрометрии. Результаты исследований 
указаиными методами. а также лапные ИК-спектрометрии показали наличие в образцах феи- 
циклилина. 

Пример 3. В коние 90-х голов ХХ века компьютерные базы данных ИК-спсктров и атласы 
ИК-спектров наркотических средств. нахоляшихся в незаконном обороте в России. солержали 
лишь часть спектров производных амфетамина. В связи с этим было проведено исследова- 
нис больной группы производных амфетамина (в виле солей и оснований). встречающихся 
в незаконном обороте наркотиков в нашей стране и за рубежом. ио ИК-сиектры которых от- 
сутствовали в базах данных. Все привелеиные ИК-спектры чистых нешеств получены на ИК- 
Фурье-спсктрометре Рагавоп 1000РС (фирма Регкіп Еітсг. США) в лианазоне 4000—400 см" 
с разрешением 4 см". Пробы готовили метояом таблетирования с КВг. Созданная база дан- 
ных ИК-снекгров произволных амфетамина позволяег сегодня быстро и лостоверно проводить 
идентификацню наркотических срелс!в амфетаминовой группы. а также помогасг обнаружи- 
вать (по характерным нримесям полупролуктов синтеза) полиольные криминальные лаборато- 
рни. синтезирующие эти вешества. Как ноказывает экспертная практика. таблетки. изымасмые 
из незакониого оборота, нарялу с амфетаминами, содержат наполнители — сахара. крахмал. 
солу и др. ИК-сиесктры исходных объектов ие всегда лают правильное представление о содер- 
жании наркотического средства. но могут иметь болышое значение для получения ниформации 
о наполиителях, когорыс. как правило. достаточно четко различимы в ИК-спектре исходного 
объекта и являются важной инфорхишией для следственно-розыскных мероприятий (см. гл. 7). 
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Методика вылеления амфетаминов с целью их последующей идентификации мстодом ИК- 
спектроскопии заключастся в следуюшнем. При исслеловании порошков и таблеток пеболь- 
шую часть вещества (примерно 20—30 мг) после измельчения и гомогенизирования встря- 
хиваннем растворяют в | мл дистиллированной воды. Затем к раствору. после тшательного 
перемешивания лобавляют несколько канель 0.1 н. раствора гилроксила калия или натрия и 
1 мл хлороформа. После перемешивания н отстаивания смеси осторожно отбираюг 0.6—0.8 мл 
жидкости нз нижнего хлороформного слоя и переносят в агатовую стункх. После упаривания 
растворителя в сумильном шкафу при температуре 50 “С в течение 5 мин к полученному в виле 
белых кристаллов или маслянистой пленки вешеству побавяяют КВг. перстирают полученную 
смесь и прессуют в таблегку. 

Некоторые активные амфетамины (ДОБ. ДОХ и ар.: см. гл. 7) пользоватсли наносят на бу- 
магу. В этом случае образси бумаги с нанесенным на нее вешеством разрезают на мелкие части 
и заливают 1 мл 0.1 н. раствора соляной кислоты. Экстракиию проводят в течение 10 мин при 
постоянном перемешивании. Раствор иентрифугируют при 3000 об/мин в течение 5 мин. Вод- 
ную фазу отлеляют. а образец спова заливают кислотой и всю операцию повторяют сще раз. 

Объелинеиные кислотные вытяжки по каплям полшелачивают 0.1 н. раствором гилроксила 
натрия (или калия) до получения рН 9.0—10.0 по универсальной инликаторной бумаге и экс- 
трагируют 5 мл эфира 3 раза. Объелинсниый эфирный экстракт переносят в агатовую ступку 
и сушат в сушильном шкафу при 50 °С в течение 53—10 мии. Сухой остаток перегирают с КВг 
и прессуют в таблетку. 

Далее регистрируют спектр на любом лиспергирующем или ИК-Фурье-спектромстре с раз- 
решением 4 см" и соноставляют его с базой ланных ИК-спектров наркотических сренств. срав- 
нивая спектры по наличию. форме и относительной интенсивности полос поглошения. Для 
амфстаминов. основания которых прелставляют собой маслянистые жилкосги. регистранию 
ИК-сиектра можно нроволигь в виде тонкой пленки на кристапис из полхоляшего оптичес- 
кого материала (КВг. КК$-5 и лр.). олнако в этом случас схолимость спсктра с библиотечным 
снижается. 

При наличии в исхозном объекле двух п более различных амфегаминов в хлороформный 
слой будут экстрагироваться все амфетамины и их идеитификания методом ИК-спектросконии 
булст затруднена. Поэтому в таких случаях исобходимо использовать более сложиые способы 
пробонодгоговки — твердофазную экстракцию или препаративную ТСХ лля вылеления инди- 
вилуальных компонентов и проведения их последующего определения метолом ИК-спектро- 
метрии (рис. 6-126). 

Для получения однозначного вывода о наличия в исслелусмом объекте МДА, МДМА. МДЕА 
или МБДБ использовали капельиый химический анализ. тонкослойную. газовую и жилкост- 
ную хроматографию и хромаго-масс-спектромстрию. 

Пример 4. ИК-спектрометрическое исследование образцов кокаина. Часто ввиду наличия 
различных примесей в кокаине, папример лилокаииа, новокаина, эфиров эктонина и т.д. (см. 
гл. 7), экстракиия лиэтиловым эфиром (или пентаном) как способ пробополготовки не позпо- 
ляет получить пригодный для идентификации ИК-снектр кокзина. В этом случае пробополго- 
товку необходимо осуществлять с применением тверлофазной экстракции. 

Методика. Перед началом исследования патрон «Диапак» пля твердофазной экетракнии. 
заполненный силикагелем с прини гой фазой С. медленно. но каплям промывают нослсдова- 
тельно 3 мл метанола. 3 мл этизацетата. снова 3 мл метанола и 2 мл листиллированной волы. 
20 мг кокаина растворяют в листиллированиой воле. при необходимости волу полкисляют. 
После охлаждения полученный раствор пропускают через патрон. промывают 10 мл воды. а 
затем 2 мл метанола. Первый миллилитр метанола отбрасывают. а следующие 0.5 мл собирают. 
Полученный метанольный смыв переносят в агатовую слуику и выпариваюг в сушильном шка- 
фу при 50—60 °С яосуха. Сухой остаток перетирают с КВг. прессуют в таблетку и регистрируют 
спектр. 

ИК-сисктр кокаина-основания, зарегистрированный на приборе трасі 400 (фирма №Місоіег. 
США). и ИК-спектр кокаина гилрохлорида ле: ко отличимы (рис. 6-127). 

Пример 5. В 1991 г. в России появилось не встречаннесся ранее на ее территорни наркоти- 
ческое средство бупренорфин (см. гл. 7). Бупренорфин производится в нескольких странах, в 
частности в Индии и США. Это паркотическое средство было официально закуплено нашей 
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Рис 6-126. ИК-спектры производных амфетамина (см. гл. 7). а — оспопание 3.4-метилендиоксиметам- 
фетамииа (пленка неразбавлениого вешества на таблегках из КВг): 6 — осмование 3-метокси-4,5-меги- 
леилиоксиамфетамина (плеика неразбапленного вешества из таблетках из КВЛ: в — основание 3,4-ме- 
тилендноксиамфегамина (пленка неразбавленного вешества на таблетках из КВ). 
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Рис. 6-127. А — ИК-сисктр кокаина-оспования: Б -~ ИК-спектр кокаина гилрохлорила. 


страной в Индии для использования в качестве лекарстнеиного прензравь Большие партии 
бупренорфина (имеются случаи изъятия у одного перевозчика до 600 ампул) провозятся нс- 
жтально через гранииу. В Индии лекарственное средство. солержашсе буирепорфин. пазыва- 
ется МотНи! и произваяится фирмой ОМКСИЕМ Табогасогісх ка. Могрћп, представляет собой 
водный раствор бупрпеворфииа гидрохлорида (кониситрация 0.3 мг/мл раствора) с добавкой 
мальтозы либо таблетки, содержашие 0.2 мг бупренорфииа. В США бупренорфин в ампулах 
зля ннъекний выпускается фирмой Могмсй Ежюоп нод назнанием Виргепех. Это лекарствениюс 
средство солержит бунренорфина гидрохлорил (0.3 мг/мл бупрепорфина в пересчете на осно- 
вание} и 50 мг лекстрозы. 

Исследования методом ИК-сисктромстрии солержимого амиул с маркировкой «№огрћіп» 

Методика. К 1 мл ирспарата лобивляют Ё мл гексаиа или пснтана и кацлю аммиака. Смесь 
энергично встряхивают. даке отстояться, а затем пипеткой огбираюг часть верхнего слоя (0.6— 
9.3 мл) так. чтобы не захватить нижний водный слой. Отобранную пробу переносят в агатовую 
ступку и испаряют растворитель. после чего дополнителью полсушивают в сушилыьюм шкафу 
при 60 "С в течение 15 мин. Образовавшийся на стенках ступки бедый налет перетириюг с КВг 
и прессуют в таблетку. Полученную таблетку анализируют па ИК-снекгрюмегре в лианазонс 
волн 400—400 см" при разрешении 4 см". Полученный спектр имесг следующие полосы пог- 
эмнения: 3402. 3079. 2977. 2956. 2852. 2810. 1822, 1737. 1631. 1608. 1509, 1460. 1429, 1410, 1388. 
1371, 1331. 131, 1281. 1239. 1218. 1197, 1161, 1132. 1081. 1024, 997, 964. 947, 904. 886. 852, 824. 
789. 746. 724, 700. 561. 522 и 432 см". 

Результаты исслелований, провелениые методами капельного химического анализа. ГСХ, 
УФ-спектроскопин и хромато-масс-сиектромстрия. а также данные ИК-спсктрометрии нока- 
зали наличие в образнах бупренорфина (см. электронное приложение). 
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6.4.3. Атомная спектрометрия и ядерные методы 
в элементном анализе токсикантов. 
Применение комбинированных систем — ВЭЖХ-ИСП-МС, 
ГЖХ-ИСП-МС, КЭ-ИСП-МС и гамма-резонансной спектрометрии 
в биомедицинских нанотехнологиях 


Наука никога ие решает проблемы, 
це ноставия леся и! новых. 
Б. Шоу 


Краткий обзор методов элементного анализа 


Обобшениая схема возникновения аналитических сигналов в методах атомной спектромет- 
рии, обусловленных осуществлением соответствующих строго опрелелснных энергетических 
перехолов. иривелена па рис. 6-128 Сначала воздействием высоких гемиератур ваисство прс- 
врашают в атомный пар. т.е. превращают в свободные атомы соответствующих химических 
элементов. Этот процесс называют атомизанией. 

Далее при столкновении с частицами плазмы“ (атомы, ноны. рачикачы, электроны. нахоля- 
шиеся во всех энергетических состояниях) атомы нерехолят в возбужденное состояние. Олии 
из электронов, находящийся на основном уровне. переходит в возбужденное состояние — на 
другой уровень. которому соответствует бблыная энергия. 

Это состояние неустойчиво, поэтому через очень малое время (-10-° с) атом возпращастся в 
исходное состояние: электрон вновь переходит на основной уровень, испуская квант энергии. 
отвечающий разности энергий на двух уровнях. Это можно занисаль в виле формулы Планка: 

ВВ = В. — -= №, ВС 1-и диния: 
ДЕ, а= Е, — Ез = ћу, = с, д 2-я яиния итд., 

гле В — постояишя Пязика; у и А — частота и длина волны сисктральной линии, отвечающей 
ланному электронному персхолу в соответствующей спектральной области. Линии. лля ко- 
торых переход заканчивается па основном уровие, 

обычно наиболее интенсивные и чувствительные. 

Их часто называют резонансными. Так возбуждаются Уровни энергии 
эмиссионные спектры атомов в атомно-эмиссион- 

ном методе и фотомстрни пламени. А 

В атомно-абсорбционном анализе вещество также 
подвергают атомизании. но таким образом. что воз- 
бужления атомов ие происходит. В этом состоянии. 
которое называют атомным паром. атомы способ- 
ны поглощать кванты проходящего через него ре- 
зомаисного излучения. В результате интенсивность 
излучения уменьшается и ее можно измерить. По- 
глощая свой «родной» кваит. атом переходит в воз- 
бужленное состояцис и далее в осиовиос. однако 
здесь соответствукицая энергия деградирует в коле- 
багельную форму — в тепло. 

Инливидуальность линейчатых атомиых сискт- 
ров всесисло определяется строением внешней элек- 
троиной оболочки атомов и се заполнением элект- 
ропами. В тсорин принято характеризовать энергию Рие. 6-128. Электронные переходы межлу 
электрона на каждом уровне с помошью аппарата оОсмовным (0) и возбужленимми (1, 2) уров- 
квантовых чисел н соответствующей символики. НЯми — иричина происхожления атомных 
Это позволяет описывать электронные переходы. СИСКТРОВ. 


Энергия 


* Оирсделение термина плазма: среда, состоящая из равного количества положительно заряженных нонов и отрица- 
тельно заряженных эдсктронав, проявляющая некоторые свойстил газа, однако отличающаяся от него способностью 
хорошо проводить заектрический ток и взапмодействовать с мапитиым полем (Саонарь Всбстера). 
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приводяшие к возникповснию сисктров. В мстолах атомной спектрометрии могут осушест- 
вляться только элсктроиные переходы с изменением орбитального квантового числа. Соот- 
ветствующий переход иногда обозначают термином «оптический электрон». 

Атомно-абсорбциоиный и атомно-эмиссионный методы характеризуются низкими прелела- 
ми обнаружения. особенно при использовании индуктивно связанной плазмы (ИСП) и элект- 
ротермической атомизации (см. ниже табл. 6-24 и 6-55). 

Атомно-эмиссионный анализ позволяст определять ло 70 элементов. в основном металлы. 
Для этого анализирусмую пробу вволят в источиик возбужления (плазма электрического луго- 
ного разряда. высоковольтная искра, газовое пламя. ИСП), где она испаряется и перехолит в 
атомарпос состояние. Атомы возбужлиются и. возврашаясь в основное состояние. испускают 
квангы. Суммарное излучение разлагается в линейчатый спектр. Регистрируют наличие. поло- 
жение и интсисивность спектральных линий. отвечающих разрешенным правилами квантовой 
механики переходам внешних валентных электронов того или иного элемента. Функпией ири- 
роды атомов является длина водны спектральной линии в оптической области 200—800 им. 
функцией количества — интенсивность этих линий. Схема техники измерения привсдсна на 
рис. 6-129. 

Важнейший нарамеєр источника возбужления — температура. Температура электрической 
луги постоянного или переменного тока достигает 4000-—7000 °К, коиленсированиой электри- 
ческой искры — 7000--10 000 “К, в канале разряла — ло 3-10*°К. Эти исгочники не отличаются 
высокой стабильностью. ИСП — напротив. современный высокостабильный источник воз- 
бужления, устойчиво поддерживающий температуру 6000—10 000 “К. Если работают с электри- 
ческой лугой. то используют электроды из снектрально чистого графита, а поро!икообразные 
пробы вводят в каналы электрола. ИСП-снектрометрия — «растворный» метод: раствор про- 
бы распыляют аргоном в горяшую плазму. Сунественным может быть эффект матрины — 
влияние прочих элементов пробы на интсисивность излучения исследуемого элемента. Для 
возбуждения кажлого элемента сушествует оптимальная температура. при которой атомизация 
достаточна. но ионизации элемента в плазме ие происходит — спектр попа сушествеино олли- 
частся от сисктра атома. 

Монохроматор псобхолим для разложения суммарного излучсиия пробы в сиектр и выле- 
ления нужных снекгральных линий. Эмиссионные спектры атомов особенно богаты большим 
числом линий. Так. например. в интервале 200—800 им в спектре атома волорола 54 лиини. 
калия — 99. меди — 530. железа — 3257. Безусловно. сушсствуют проблемы с распознаванием 
спектральных линий искомого элемента из-за их совпадения и наложения. Поэтому требова- 
ния к монохроматору высокие. В современных приборах это дифракиионная решетка с особым 
профилем полос. нанссениых на лифракпионный элемсит. При качестиснном обнаружении 


Рис. 6-129. Блок-схема измерений а атомно-эмиссиониом метоле 

І — источник возбуждения: электрическая луга. искра: инлуктивно-связанная плазма инертного газа; 
2 — монохроматор: призма [оптическое стекло. квари (лля УФ}|; дифрэкпионная решстка; 3 — выходная 
шель: 4 — присмник излучения: фотоэлектронный умножитель. диолиая матрииа: 5 — уснлитель-прсоб 
разонатель; 6 — отсчетнос устройство. 

В ятомно-эмисснонной фотометрии пламени: 

1 — газовое иламя: 2 — ингерфереинионный светофильтр (другие монохроматоры) 
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элемента в сго спектре нужно отыскать ис менес 3 характерных линий, обычно это нанбо- 
лес чувствительные резонансные линин. Фотоэлектрическая регистрация спектральных линий 
ныне общенриията как наибойес улачиая. при этом соответствующий электрический синал 
легко обрабатывается и регистрируется. Прежние виды регистрации — визуальная (отсюда 
и гермин спектроскония) и фотографическая (работа на снектрографах) ныне утратили свое 
значение. 

Основная область применсния атомно-эмиссионного анализа — определение металлов в 
различных объектах. При опредслении неметаллов наилучшие линии — резонансные — пахо- 
длятся в труднодоступной вакуумпой УФ-области. Влиянис матрицы учитывают тшательным 
выбором спектральных линий и соответствующей химической обработкой пробы. Поэтому в 
конкретных условиях не вссгла можно выбрать плнболее чувствигельные резонансные линии 
определяемого элемента. Прихолится работать по лругим. сушественно менее чувствительным 
ЛИИИЯМ. 

Атомно-эниссионный анализ с ИСП. Мстод применяют лля опрелеления элементов в раство- 
рах. Осповное преимушсство — возможность определять из одиой пробы большое количест- 
но элементов параллельно или послеловатсльно в зависимости от конструкции прибора. Для 
возбуждения спектров злесь используют аргоновую ИСП, получасмую в особом устройстве. 
называемом горелкой (рис. 6- 130). 

Иплукпионная катушка горелки [ подключается к мошному. до 2 кВт, высокочастотно- 
му генератору Тесла, обссиечивающему накачку энергии в поток аргона, который вслелствие 
этого ионизустся. Это вызываст появленис индукционного тока. циркулируюшего в плазме, 
происходит сильный индукционный разогрев потока аргона. Температура лостигает 8000-- 
10 000 °К и полдерживастся с высокой точностью, вслелствис чего условия возбужления атом- 
ных сисктров очень хорошо носироизволятся. что сушественно улучшает точность определе- 
ний. Высокая температура плазмы устраняет многие химические помехи. связанные. напри- 
мер. с неполной минерализацией матрицы при исслеловании биологических проб — при таких 
температурах атомизация всегла протекает практически полностью. 

Для выполнения практических определений особенно удобен иослеловательный скапиру- 
юший спектрометр с лифракиионной решеткой. работающий под управлением компьютера 
по заданной онератором программе. Программа управляет автоматической подачей проб в 
горелку. автоматическим сканированием сиектра пробы в заланном лианазоне длин воли, что 
осушествляется программируемым врашением лифракпиониной решетки и соответствующей 
регистранией спектральных линий искомых элементов. Диспергируюшие возможности мо- 
нохроматора позволяют гибко выбирать оптимальные ллины воли, обеспечиваюшие отсутс- 
твие спектральных совпалений при анализе таких сложных объектов, как биологические. Ин- 
тенсивность спектральных линий измеряется современным фотоэлектричсским способом с 
применением диолных матриц. Ввилу очень большого дианазона линейности гралуировочной 
занисимости. охватывающего ло 5—6 норялков. мегод одинаково приголен лля определения 


Рис. 6-130. Схема хетройства горслкн с иидуктивио-сияза- 
ной плазмой. 

1 — тидукциоиная катушка. охлаждасмая протскакицей во- 
дой: 2 — зона излучения: 3 — высокочастотное электро- 
ма! нитнос поле: 4 — вмутренний поток аргона. полающий 
иробы в горелку через растылитель; & — промежуточный 
погок аргона. в котором поджигастся плазма; 6 — внешний 
поток аргона. сжимпюший плазму по периферни. 
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н малых, и болыних коннентраний элементов нз одной пробы. Досгигасмые прелелы обнару- 
жения — низки и обычно составляют десятые и лаже сотые доли микрограммов на | мл. Эго 
олин из лучших совремсиных мстолов. примсняемых лля анализа биологических проб, чо 
подтвержласт также и наличие официальных методик и иормативных локумситов. 

Атомно-эмиссионную фотометрию пламени (источник возбуждения — газовос пламя) в ос- 
новном используют для опрелеления шелочиых и шелочию-земельных металлов (ЩЗМ), по- 
скольку для атомизации эгих элементов и возбужления снектров атомов лостаточно темисра- 
туры пламени газовой горелки. Темисратура газового пламени. а следовательно, и перечень 
возбуждаемых элементов зависят ог горючего газа и применяемого окислителя: сравнительные 
занные приведены в табл. 6-48. 


Таблнил 6-48. Газовые пламсиа. используемые в атомпо-эмиссиониой фотометрин пламени 


Гарючий газ — окислитель Температура. "К | Возбужлаемыс элементы 
Светильный газ — воздух 0 Щкелачныс метазлы 
СН. — воздух 2200 Щелочныс мсталлы + ЩЗМ 
н. о 2800 Шселочные металлы + ЩЗМ 
С.Н, — №0 320 Другие мстодлы (Ар. Си. Мл) 


В пламенах свободные атомы детсктируются в случае легковозбуждаемых элементов. обычно 
это щелочные металлы и частично ЩЗМ. Так как температура плазмы газового пламени ниже, 
чем н дуге или в ИСП. сисктры атомов характеризуются меньшим числом линий. Это упроша- 
ет требования к монохроматору. его можно заменить интерференионным светофильгром, что 
значительно упрощаст прибор. В фотометрии пламсни работают с растворами проб, которыс 
потоком окислителя расныляюг в пламя. Метод особенно подходит для опрелсления щелочных 
металлов в любых растворах, в том числе и в биологических жидкостях. Достигасмые для пих 
пределы обнаружения низки. Так, для Ма оп равси 0.0001 мкг/мл, лля К — 0.001 мкг/мл. для М — 
0.00003 мкг/мл (2). для Са — 0.005 мкг/мл. Из ислостаткой метола можно отметить апионный 
эффект. Так эмиссию кальция подавляют сульфаты. фосфагы, эмиссия алюминия уменьшастся 
за счет образования в иламенах трулнодиссоциирующих малолетучих сосдинений. Устраиить 
этот недосгаток можно предварительной химической обработкой пробы. 

В методе атомно-абсорбционной спектрофотометрии пробу, содержащую определяемые метал- 
лы. персволят в атомарное состояние в газовом пламени или графитовой кювете, нагреваемой 
электрическим током (пламенная или электротермическая атомизация соответстясино), но воз- 
буждения атомов не происходит. Через слой атомного пара пропускают монохроматическое из- 
дучение (источник — ламна с полым катодом), неиременно солержанюе линии опрсисляемого 
элемента. и измеряют резонансное погло!пение элемента в атомарном наре в области 200—800 нм 
фотоэяектрическим способом. Схема атомно-абеорбиионных измерений приведена на рис. 6-131. 

Ламиа с полым катодом | имсет катод. изготовленный в виле трубки из того металла. 
который определяюг: в нем вакуум и немпого паров ртути. При подачс высокого напряже- 


— 
Рис. 6-131. Принпипиальная схема измерений в 
атомио-абсорбинонном методе. 

| — лампа с подым католом; 2 — атомизатор: 3 — 
горючий газ; 4 — воздух, подакиний раствор пробы 
в распылитель; 5 — монохроматор; 6 — Чкиоирни- 
емпик: 7 — регистрируюшес устройство. Виизу: 
графитовая кювета с отверстием сверху для ввода 
пробы. 


Ф 
1 2 5 ваа 
наю 50009 
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ния возникает тлеюший разряд, в результате которого возбуждается резонансное излучение 
того металла. который определяют. Через кварцевое окошко излучение попаласт в атомизатор. 
Это может быть газовое пламя (чаще вссго смесь ацетилен — возлух. дающая темнературу 
~ 2250 `К). горяшес в щелевой горелке. В пламя распыляется аэрозоль исслелуемого расгвора. 
и происходит разрушение исследуемого вещества до атомариого уровия. Освобождаюшисся 
невозбужденные атомы поглощают «роднос» для них резонансное излучение. в результате чего 
мошность прошедшего через пламя лучистого потока уменьшается. Отсчетиая схема прибо- 
ра регистрируст это как поглощение. всличину которого измеряют. Поглошсние А связано с 
коицеитрацией элемента ирямо пропорциональной зависимостью А = Кс! (К — коэффициент 
чуветнительносли). исхоля из когорой определяют конисптрацию искомого элемента. Таким 
образом. возможность опрелелепия различиых элементов связана с имеющимся в распоряже- 
пии аналитика ассортиментом лами с полым катодом. 

В метолах рентгеновской спектрометрии регистрируют сигналы, отвечающие эясктрониым 
переходам между внутренними энергетическими уровнями атомов. Энергия квантов здесь су- 
мественно больше. а длина волны меньше и составляет 0.001—10 нм. В рентгеновской области 
тралиционно используют и внесистемные слинины измерсиия ллин войн — ангстремы (0.01 им — 
100 А‘). В отличие от оптической спсктрометрии. в рентгеновской осуществляются электрон- 
ныс переходы с изменением главного кваптового числа. коюрым соответствует существенно 
б@льшая энергия квантов рентгеновского излучення — 4 — 11 ЭВ. 

Рентгеновский эмиссионный и фяюоресцентный анализ позволяст илентифицировать и коли- 
чественно определять элементы с порядковым номером больше 13, возможен локальный ана- 
лиз с разрешением до 10 мкм. что удобно при исслеловании тонких пленок, некоторых твердых 
биологических проб. Для определения кристаллической структуры всіңества — илеитификации 
кристаллов — изучают дифракиию рентгеновских лучей. Флюорссиенгный метод можно ис- 
пользовать для количественного опрелеления. 

В рентгенофаююресиентиом методе флюорссцентиос рентгеновское излучение инициируют. 
вызывая первичное. при котором осуществляются электронные персходы во внутренних элек- 
тронных оболочках с илменепием главного кваптового числа. Положение счетчика квантов 
можно изменять и таким образом регистрировать отдельные спектральные линии, отвечающие 
идентифицируемым элементам. Количество зарегистрированных импульсов пропорционально 
количеству атомов определяемого элемсита, что и является осповой количественпого апализа. 

Радиометрические методы основаны на использовании в аналитических целях явления радно- 
активности. Эти методы сгали развиваться на основе достижений ядерной физики. радиохимии 
и ядерной техники и технологии. теперь опи примепяются и в лругих областях. Методы включа- 
ют опрелеление элементов по естественной рапиоактивности. например “К. ВЬ и др. Наиболее 
распространенные из пих ралиоактивапноиный анализ. метолы изотопного разбавления и др. 

Радиоактивационный анализ. В метолах ядерной снектрометрии химические элементы оп- 
репсляют по ипгеисивиости ралиоактивного излучения (у-спектр). возникающего вслелствие 
взаимодействия атомпых ядер с кориускуляриым излучением и вызывающего преврашение 
агомов определяемых элементов в радионуклилы. Этот способ называют активационным ана- 
лизом и применяют лля определения элементного состава твердых образцов. Низкис предс- 
лы обнаружения мпогих элементов и, следовательно. высокую чувствительность определений 
обссисчиваст нейтронно-активациониый анализ. пля применения которого требустся источиик 
нейтронов — ядерный рсакгор. циклотрон. генератор нейтропов. изотопные нейгронные ис- 
точники. нелинейные ускорители. Преимущество метода — независимость чувствительности 
от формы нахождения элемеита. пелостатки — длительность выполнения. нсобходимость ра- 
боты в специальной радиохимической лаборатории. 

При провеленни нейтронно-активационного анализа образец помешают в ядерный реактор 
и облучают его потоком нейтронов. в результате чего все способные к возбуждению элементы 
пробы стаповятся радиоактивными (рис. 6-132. а). 

Зависимость наведениой радиации от времени называстся кривой распада. Она отражает 
активность всех образовавшихся ралиоактивпых изотонов. Ипдивилуальные элементы можно 
илентифицировать и определить их солержание. исследуя эту интегральную кривую и разлагая 
ее па составляющие. Такую математическую задачу решаюг с помощью комньютеров, посколь- 
ку законы. описывающие явление радиоактивного распада. математически сформулированы. 
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Так. например. при анализе пробы волос непосрелственно после облучения измеряли интен- 
сивность у-квантов С], 12]. через 1 ч после облучения — “Ма. “Си, #Мп. через нелелю — “Вг. 
х5, "Мо, Са. через 1 мес — “Сг. Ее, Со. 5с и лр. Желасмыс результаты можно получить. 
снимая пе всю кривую распала, а регистрируя у-спсктр пробы в определенные моменты после 
облучения. Обычно используют 11-Се-летектор и многоканальный анализатор. работающий 
пол упранлением компьютера. 

В радиометрическом методе анализа измеряют ослабление интсисивности радиоиктивного 
излучения при взаимолействии с атомами элементов. вхоляших в компоненты образца. В ра- 
днохимическом анализе к пробе примешивают небольшое количество радиоактивного инли- 
қатора (меченые атомы) и подвергают сс химической обработке аналитическими реактивами. 
приволишси к изотопному обмену. Онрселеление активности продукта рсакции даст инфюрма- 
нию о количестве определяемого вешества (метод изотопного разбавления). Блок-схема метола 
приведен па рис. 6-132. 6. 

Принции радиометрического метода состоит в измерении ослабления интенсивности ра- 
лиоактивного излучение вследствие его взаимодействия с определяемыми элементами в об- 
разие (рис. 6-132, в). Измеряют поглощение излучения, связанное с концентрацией искомого 
элемента в пробе, известной зависимостью. используя счетчики радиоактивного излучения. 

Ядерный гамма-резонанс. или эффект Мессбауэра. лежит в основе метода гамма-резонансной 
спектрометрии (ГРС). ГР-спектры вызваны переходами между ялерными (!) энергетическими 
уровнями, В 1958 г. Р. Мессбауэр открыл эффект. который состоит в том. что испускание или 
поглощение у-кваитов атомпыми ядрами в твердом теле можел происходить без возбуждеиня 
колебательных степеней свободы тверлого тела, т.е. возможны псреходы без отлачи ядра. ког- 
за имнульс фотона принимает не огдельное ялро, а кристалл в целом. При радиоактивном 
распале лостаточно тяжелых элементов бблыная часть образующихся атомов нахолится вна- 
чале в возбужденном ядерном состоянии. Через иесколько микросекунл возбужлениое ялро 


4 


пу 1 З 
ОА (а), Вх 
х М 
Рис. 6-132. Схемы радиометричсских мсто- 


2 дов. 

а — активациониый звализ: | — образен: 
4 2 — радиоактивное излучение; 3 — радио- 
активный образец; 4 — летектор (спектро- 
метр). М — определясмый элемент; * — из- 
личне ралиоактивности. 
б — ралиохимический анализ (изотопное 
разбавлспис): | — образец, 2 — добавление 
ралиоактивного инликатора*. 3 — хими- 
ческая резкиия (О\У-ремени). 4 — летек- 
тор. Пуиктиром отмечен блок химнческих 
преврашений. приводяший к изотопному 
обмену. СХ — определяемое соединснис; 
С — катион; Х — пнион; * — наличие ралио- 


(а), Вт а’), В.У активности. 
В «ү в — радиометрия: 1 — источник ралноактив- 


Сэ пого излучения. 2 — образец. 3 — детектор. 
М — опрслелясмый элемент. поглошающий 
1 2 3 радноактивное излучение. 


1 З 
мулло СХ ; => ОХ? 
а 
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возвращается в исхолиос (основное) состояние. испуская излучение очень высокой частоты 
(1012—10 Ги), лежашей в области у-сиектра. Благодаря эффекту Мессбауэра стали возможны 

ми измерение спектров резонансного исиускания или поглощения 7-квантов с разрешением 
АЕ/Е = 10-#. исследование физических и химических свойсгв копдепсированных сред. взан- 
модействия электрических и магиитпых моментов ядер с внутренними электрическими и маг- 
нитными полями. вызывающими расшенление ядерных уровней и ряд других экспериментов. 
требующих рекордно высокого энергетического разрешения. Метод ГРС основан на устапов- 
лении зависимости числа ү-кваптов, прошедших через образец (т.е. интенсивности поглощен- 
ного у-излучения), от частоты излучения у-квантов ралиоактивиым изотопом. Относительная 
энергия основного и возбужденного состояний ядра атома зависит от электронной плотности 
около него. Этот метод являстся прямым метолом опрелеления электронного состояния желе- 
за. кобальта. олова и ряда лругих элементов. даст возможность определять изменение состо- 
яния элемента в слруктурс комплекса в зависимости от ближайшего лиганлного окружения. 
РН среды, степени гидратации. а также устанавливать степень окисления эйсменча м тип связи 
металл — органический лиганл. Поэтому метод используется при изучении строения электрон - 
пых оболочек атомов в различных химических соединениях и позволяет получать необходимые 
сведения о тоиком строспии молекул сложной структуры. например комплексов определенных 
металлов с пептилами, углеводами, нуклеотидами и другими биомолекузами. Метол позволяет 
получить нсчернывающую характеристику центрального атома и свелсния о конформанион- 
пом состоянии биолиганла. Современные приборы дают возможность изучать линамическис 
свойства пептидов. Существуст более 30 элементов. для которых ГРС можст лавать ис только 
количественную ииформацию об их содержании. по и информацию о валеитиом состоянии. 
кристаллической структурс вещества. в состав которых они входят, и т.д. Наибольшее количес- 
тво исследований выполнепо с изотопами 3 Бе, “1. "п. 

Эффект Мессбауэра иашел примепепие зо многих областях знаний, в том числе и в био- 
медипинских иселслованиях. Метол ГРС стаповится все болес популярным в молекулярной 
биологни, биохимии, биофизики и лругих смежных областях (см. электроинос приложение). 

Диапазон определяемых концентраций элементов при использовании важнейших методов 
элемеитного анализа представлен на рис. 6-133. 


100 10 1 10" 10° 10° 10“ 10° 10° 10” 10° 10° 10" % 
———1—— | і—— б === 


1г 1мг 1рргт 1ррЬ рр 


Активационный 


Масс-спектрометрия ИСП 


томно-эмиссионный ИСП 


50 Атомно-абсорбционный электротермический | 
Атомно-абсорбц ионный пламенный | 


гюжтроҷх.тометрия 


Рентгенофлюоресцентный 
Инверсионная вольтамперометрия 


5] Для многих элементов 
Г] Для отдельных элементов 


Рис. 6-133. Дизпазои определяемых кониентраиий элементов ири использовании различных метолов 
анализа. 
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С точки зрения рассмотренного в начале главы информашионного полхола ббльшему лиапа- 
зону определяемых кониентраций при прочих равных условиях отвечает и болыная информа- 
ионная эффективность метода (см. гл. 6.1). Физико-химические методы элементного знализа 
имеют принципиально болес пизкие прелелы обнаруження и несравненно более эффективны. 
чем классические хнмические методы анализа. Избыточная с точки зрения химнка-аналитика 
информаниоиная монь таких методов. как атомно-эмиссионный анализ с ИСП и масс-снек- 
трометрия с ИСИ. в мелниинекой элементологии имсет огромное преимушсество при ояно- 
временном выполнении сравнительных нисслелований большого числа элементов (см. ниже и 

8.5). 


Спектральные и ядерные методы определения элементов в биообъектах 


В клинико-токсикологических. клинических. сулебио-химических. криминалистических. 
эколого-токсикологических и лругих лабораториях часто возникаст необходимость опрелелс- 
ния элементного состава отлельных биообразнов и/или элементного статуса наниента. 

Ниже привелены хорошо известные и новые. но уже ироко применяемые за рубежом мс- 
толы определения элементов в бнообъектах. Например. иммунохимические метолы. такие как 
ИФА п ПФИА являются повыми технологиями для опрелеления ионов металлов (см. гл. 6.2). 

Основные методы определения элементов в биологических объектах. 

• Агомно-абсорбииониая спектрофогометрия (пламснная ААС). 

• Аюмно-абеорбиионная спектрометрия с электротермической атомизанией (ЭТААС) 

• Оитическая эмисспопная спектрометрия с инлуктивио-связаниой плазмой (ИСП-ОЭС). 
или плазменная атомно-эмиссионная спектрометрия (ИСП- АЭС). 

Масе-спектрометрия с инлуктивно связанной плазмой (ИСП-МС). 

Пламенная фотометрия. 

Рентгепофлюореснентная спектрометрия. 

Нейтроноактивапионный анализ. 

Сниектрофотомегрический метод. 

Электрохимические методы (инверсионная вольтамперометрия. иопометрия, полярография 
и др.. см. гл. 6.9). 

= »Хромагографические мстоаы (см. гл. 6.3 и 8.5.4). 

= Иммунохимичсские методы (см. 6.2.) и другие методы. 

Метод ААС. Традиционным стандартным метолом опрелеления элемептов в биологических 
объектах является ААС. Достигаемые пределы обнаружения, особенно в методах с элсктрогер- 
мической атомизацией (наиример. графитовая кювета). оказываются вполне удовлетворитсль- 
ными. Характеристический источник света (линейчатого спектра определяемого элемента) — 
лампа полого катода или газоразрядпая безэлектролная лампа. Спектрометр-монохроматор 
служит лля выделения в спектре определенных ллин волн и провеления измерений. Детекто- 
ром служит фотоэлектронный умножитель или полупроводниковый чип. который преобразует 
световую энергию опрелеленной длины волны в пропорииональный электрический сигимл. 
Жидкий образец при помонш распылителя преврализется в мельчайшие каили аэрозоля. Затем 
этот Фэрозоль вводится в высокогемнературиос пламя горелки. Атомы или ионы иитересую- 
шего элемеита поглошают световую энергию лампы на определенной резопзисной длине вод- 
ны. Уменьшение интенсивиости резонансного излучения полчинястся экспонсициальному 
закону убывания интенсивности в зависимости от ллипы слоя и кониеитрании вещества, 
аналогичному закону Бугера—Ламберта— Беера. Концентранионная зависимость выражается 
уравиенисм: 


Т/І =А = К], 
гзе К — коэффициент поглошения: | — толшина слоя (пламени): с — кониентрапия. 

При количественном опрелелении метолом ААС обычно применяют способ гралуировочно- 
го графика или способ лобавок. Способ гралумровочного графика прелусматривает измерение 
оптической плотности исскольких стандартных растворов и построения графика в коорлинатах 
оптическая плотность —конпентрапия. Загем опрелеляют оптическую плотность анализирус- 
монго раствора и по графику нахолят его коннентрацию. 
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При использованим способа добавок сначала измеряюг оптическую плотность анализи- 
руемого раствора, затем вводят в него опрелелспный объем стандартного раствора и спо- 
ва определяют оптическую плотность. Концентрапию анализируемого всщества находят по 
формуле: 

=, АА, ЕА 

Пламенная ААС получила широкое распространсние вслсдствис многих преимуществ. 
Важным условием являстся малос число линий в спсктре. поэтому наложения аналитичес- 
ких линий практически ие происходит. Погрешность определения обычио составляет 5% 
и может изменяться в пределах 3— Ю%. Одпако этим методом пе определяются элемситы, 
резонансные линии которых лежат в дазской УФ-области спектра (С. Р. галогены и др.). 
К недостаткам метода относятся ограиичениая произволительность, определяемая наличи- 
ем источников резонансного излучения; перечень определяемых элементов; невозможность 
олновременного определения нескольких элементов. необходимость полной деструкиии мат- 
рицы. При этом чувствитсльность определения легколстучих элементов. например ртути, ре- 
ализустся только с помошью соответствующих гидридных приставок (метол холодного пара). 
Тем не менее преимущества метода и доступпость соответствующей техники позволяют от- 
нести сго к стандартным (табл. 6-49). Умсренные пределы обнаружения метода пламениой 
ААС ограничивают сго применсние и делают пригодным лля опрепеления элементов, пахо- 
дящихся в биообразиах на уровис. составляюшем миллионные лоли слиницы (1 ррт = 10" 
= | мг/л): Ма. Са, МР. Си, Ил. 


Таблица 6-49. Преимущества и недостатки пламенной ААС 


Пренмушества Нелостаткн _ 
Прелея обнаружения | мкг/л Невозможность многозяементного анализа 
Погрешность в зависимости Не определяются С. Р. галогены и др. 
от условий определения 3—10% Корогкий линейный дианазон калибровки (ис болсс 
Высокая элементиая селективность 3 порядков} 
Простота выполнения Помсхи при анализе: 


химические (влияние РО на Са): 

нежслательнаи ионизация (№, К, Ва. А) 

Для кажлого элемента требуется соответствующая ламна 
На измерение 1 элемента требуется 3—5 мл раствора 
образца 

Пределы обнаружения метола нелостаточны для опрелс- 
ления многих элемеитов на нормальном биологическом 
уровне в клинических образиах 


Большинство анализов методом АСС выполняется в атомизаторах пламени. Образси в жид- 
ком виде вводится в пламя. где в ходе химических реакций разрушается любое органическое 
всшество образца. а неорганическое разлагается на своболные атомы. В настоящее время на- 
шли широкое применение приборы, имеющие атомизаторы с графитовым стержнем. 

Метод ЭТААС. При использовании этого метода образец объемом в несколько микролитров 
наносится па подложку графитовой кювсты. 

Для разложения образца используют электрическое пагрсванис. которое происходит в три 
стадии: сушки. озоления. атомизации. На стадни сушки растворитель выпаривастся при низкой 
температуре. затем при более сильном нагревании из образиа удаляются летучие компоненты и 
остаток из нелетучих псорганических соединений атомизирустся при еше болес интсисивном 
нагревании. Излучение. поглощенное атомами на сталии атомизации. измерястся. Коицситра- 
ция определяется по высоте пика поглошения. Атомизатор ласт возможность измерять очень 
малые концентрации веществ и вязкие образцы. 

Пределы обнаружения многих элементов на уровие первых долсй на миллиард (1 рр = 1079 
= | мкг/л), малые объемы образца (микролитры) и способность папрямую анализировать твер- 
дые образцы делают метод ЭТААС пригодным для различных целей исследования (табл. 6-50). 
Например, метод ЭТААС часто используется для опрелеления свинца в крови (см. гл. 8.5). 
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Таблица 0-50. Преимущества и полостатки ЭТАЯС 


Преимущества Нелостатки 
Чувствительность по разным элементам на 2—3 порядка выше Короткий линсйный калибровоч- 
чем в иламснной ААС ный дианазон 
Помсхи: 
фоновая абсорбиия 
Для анализа достагочны микролитровые объемы образца эффект памяти 


необходимость ирименения химн- 
ческих модификаторов матрицы 


У меренная сгоимость анализа Весьма медленный анализ, до 
3 мни на олну реплику для одного 
Элемента 


Анализ 1верлых образпон без растворения 
Возможность использования различных биообъеклов (волосы. 
ногти и др.) 


Пределы обнаружения лостаточны лля определения большинс- 
тва из обычно вызывающих интерес элементов в биообразнах 
при нормальном уровие содержания 


Высокоэффекливным методом опрелеления микроэлементов в биологических объектах яв- 
ляется ИСЛ-ОЭС. или плазменная атомно-эмиссионная спектрометрия (ИСП-АЭС). 

В ИСП-ОЭС-приборе тонко диспергированный аэрозоль образца в токе аргона вволится в 
факел высокотемпературной аргоновой плазмы (6000—10 (КЮ °К}. Все элементы при такой тем- 
пературс излучают атомпые и ионные сисктры. которыс могут быть параллельно или последо- 
вательно зарегистрированы. Высокая температура аргоновой плазмы. поддерживаемая за счет ее 
индуктивного разогрева, позволяст провести высокочувствительный многоэлементный анализ. 
Прелелы обнаружения большинства металлов оказываются лостаточио низкими. олнако прояв- 
ление сисктральных наложений не всегда заставляет исслелователя выбирать для работы самые 
чувствительные линии. иногда приходится работать и по ионным линиям. Высокая температура 
плазмы позволяет избежать длительной процелуры полной минерализации матрицы. 

Конструктивно спектрометры для ИСП-АЭС могут быть прелставлены в параллельном и 
последовательном вариантах. В первом случае суммарное излучение разлагается в спектр. после 
чего соответствующие спектральные линии определяемых элементов единовременно регистри- 
руются многоэлементным детектором, например диолной матрицей. Таким образом, перечень 
определяемых элемеитов жестко предопрелелен конструкцией прибора. В последовательном, 
сканирующем, спектрометре определяется интенсивность спектральных линий вссх интересую- 
щих исследователя элементов. информация о чем зарансе вводится в рабочую программу при- 
бора. Произволительность современных сканирующих приборов с высоким оптическим разрс- 
пением хорошо сочетается с их аналитической возможностью одномоментно определять до 70 
элементов в пробе. Несмогря на высокую стоимость ИСП -спеклроме грон, наиболее надежные 
занные о содержании химических элементов (металлов) в живых организмах в последнее вре- 
мя были получены именно с помошью ИСП-АЭС. Поскольку резонансные линии неметаллов 

зсто лежат в экспериментально трулнодоступиой вакуумной УФ-области. прелелы обнару- 
жения. например мышьяка, селена и других элементов в этом методе оказываются не всегла 
узовлетворительными для целей биомедицинских исследований. В параллельных спектромелрах 
установлена жесткая. конструктивно выполненная система регистрании только определенных 
элементов. Такой прибор несколько дешевле, но не облалает необхолимой для исследователя 
гибкостью. Как и пламенная ААС, ИСП-ОЭС наиболее подходиг для определения элементов, 
нахоляшихся на уровне часгей на миллион в биообразнах. В отличие от пламенной ААС. опрс- 
зеление методом ИСП-ОЭС занимает меныше времени и требует меньшего количества образна 
‘табл. 6-51). Пределы обнаружения метода ИСП-ОЭС недостаточны пля определения в клини- 
ческих образпах элементов. которые в норме присутствуют на уровне частей на миллиард (Аз. 
$. Ст, РЬ, и др.). 
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Таблица 6-51. Иреимушества и недостаики ИСП-АЭС 


определения векогорых элементов в биооб- 
ранах (Ах. %е. Сг, РЬ) 


Значигелью бодсе релкие и менее серьезные пробле- | Стоимость анализа от умеренной ло высо- 
мы с химическими. понизанионными н снектральны- | кой. однако она снижастся с увеличением 
мн помехами по срависнию с ААС числа образцов 
Для анализа нсобходнм умеренный объем раствора Помехи: 
образиа — 1—2 мл сисктральные наложения 

влияние матрины 

самоабсорбння 


Широкий линейный диапазон калибровки — свыше 
б норялков 


Масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой (метол плазменной масс-спектромет- 
рии) — ИСП-МС. Серьезным прорывом в ррі-область при анализе биологических объектов сгала 
ИСП-МС (табл. 6-52). При работе в области столь низких кониентраций ирихолится серьезное 
вииманние уделять чистоте используемых реактивов и условиям работы в лаборатории. В анали 
зе применяются особым образом очищенные реактивы и деиопизованная вољи. Использование 
горелки ИСП пля иопизации пробы биологических субстратов в масс-сиектрометрии позволи- 
ло преололеть существенные (именно ввиду специфики объектов) недостатки способов иони- 
зацин пробы электронным умаром. химической иопизаиией. попизации искрой. Однако в этом 
случае начинают проявляться существенные изобарпые изложения. что негативно сказывается 
па селективности метода. Например. определению мышьяка по иону ЗАу’ мешает изобарный 
нон “Аг“СГ. определению кальция по иону Са“ мещаст углерод органической матрицы — 
пои С*О“О-. Решение задачи было пайлено в приборах с квадрупольным масс-анализато- 
ром и дискретио-диодным детектором. Здесь индуктивно-связанная плазма, подлерживасмая 
в сиециальной горелкс. способна эффективно генерировать олиозарялиые ионы из атомов 
пробы. Далее ионы фокусируются ионио-оптической системой. отделяются от полиатомных и 
изобарпых монов и направляются в квадрупольный анализатор масс-сиектрометра. где разле- 
ляются по отношению массы к зарялу (т/х) и поступают в детектор. Через масс-спектрометр 
в каждый момент времени пропускаются ионы со строго определенным соотношением ту. 
Масс-анализатор в сочстанни с динамической реакционной (ячейкой) системой (ДРС) позволяет 
избирательно разрушать молекулярные мешающие иопы. пропуская к летектору лишь ионы 
опрелелясмых элементов. и осушествлять химическое разрешение ионных пиков. Влияние но- 
лнатомных ионов устраняется путем их избирательного разрушения сисциальными приемами. 
Достигасмые в квадрупольной ИСП-МС пределы обнаружения пахолятся на уровис лесятых 
(Ве, Ма, У. Сг. Ее. №, Аз...) и сотых (4. Ме, Ми. Со, ВП. 11. 55, РЬ. Ц...) долей нанограммон 
в іл. Малый расход растворов пробы и достигасмая в квалрупольном масс-анализаторс абсо- 
лютная чувствительность позволяют решить многие задачи элементного (а также изотопного. 
нанример содержание 30 и 2%) в ювенальных жидкостях) анализа биологических объектов. 
Производительность метода ИСИ-МС достаточно высокая: в течение 2—3 мии в подготовлен- 
ных пробах биологических объектов можно количественно определить ло 40—30 элементов 
одновременно. Метод ИСП-МС отличается от ИСП-ОЭС принципом действия: в первом ре- 
тистрируются отлельпые моны различных изотопов, а не оптические эмиссионные спектры. 
олнако в обоих методах использустся олиа и та же система ввода образиа. 

Прелелы обнаружения. достигающие по некоторым элементам сотых лолей единни на 
триллион (п-0.01 нг/л) (1 рр: = 10 = | нг/л). широкий линсйный диапазони калибровки 
{ло 9 порядков) и умеренный расход образца (1—2 мл раствора) лелают метод ИСП-МС унн- 
версальным срели сравниваемых методов. 

Методом ИСП-МС при использовапин в качестве системы ввода электротермического 
атомизатора или специальных микрораспылитслей можно определять образцы объемом в не- 
сколько микролитров. Определение индивидуальных изотопон элементов методом ИСП-МС 
позволяет проводить исследования метаболизма токсикантов с применением стабильных изо- 
тоиню-измененных смесей (см. электронное приложение). 
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Таблииа 6-52. Преимущества и недостатки ИСП-МС 


Преимущества . ___ Недостатки 
Весьма низкие пределы обнаружения (до согых долей наног- Ограничение по солержанию 
раммов па [ л) более 70 эдементов в одной пробе сухого минерального остагка в 


анализируемом растпорс (не более 
0.1—0.2555) 

Онпрспсление индивидуальных изотопов, возможно намерение Помехи: 

изотопных отношений, применение изотопного разбавления изобарные наложения (устранены 
в новейших моделях нриборов с 
газовымн реакпионными и колли 
зионными ячейками). 
матричные влняния 

Умеренный расход образца — 1—2 мл Дорогостояший вил анализа. При 
высокой загрузке оборудования 
стоимость сушественно снижается 

Возможность использования дополнительных систем ввола Нельзя опрелелить Ві 

(зтомизагоры. ультразвуковые и микрораспылители. лазерная 

абляиия), что нриволит к увсличению чувствительности. умень- 

шенню объема образна. зонному анализу твердых объектов. 

уменынению помех 


Одной из последних разработок в области масс-спектрометрии является се сочетание с 
азерной техникой, чго позволяет осушествлягь испарение и нонизацию пробы воздействием 
лазерного облучения, а также использовать тверлые пробы биологических объектов. спрессо- 
ванные в таблетки. 

Современные методы исследования болыного массива проб биологических объектов (тка- 
ней. биологических жидкостей) метолами ИСП-АЭС и ИСП-МС позволяют достоверно ус- 
танавливать дефицит или избыток элемеита в организме чсловска, что представляет большой 
практический иитерес для мелико-биологических исследований ХХ] века. 

На рис. 6-134 привелеи фрагмент лаборатории ЦБМ по определению микроэлементов в 
биологических объектах метолами ИСП-АЭС и ИСП-МС 

В методах АЭС и ИСП-МС каждый элемент должен подчиняться линейной зависимости 
от 0 до 25 или 250 нг/мл или нг/мг. что связано с природой металла н типом биообъекта) с 
коэффициентом корреляции не менее 0,99. Внутри- и межлабораторные ошибки должны быть 
не более 5 и 10% соответственно. 


Рис. 6-134. Современный комилекс лля оп- 
ределсния микроэлементов в биологичес- 
ких и других объектах лабораторин ЦБМ 
1 — ИСП масс-спсктрометр; 2 — локальная 
иытяжная вентиляния: 3 — автоматический 
пробоотборник с иодготовяснными проба- 
ми в олноразовых пластиковых пробирках; 
4 — ИСП атомно-эмиссионный снектро- 
метр; 5 — управляющий компьютер; 6 — се- 
тевой выключатель. 
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В современных, хорошо оборудованных лабораториях приборы. в том числе и электронные 
аналитические вссы, через соответствующие платы интерфейсов полсоединяют к общей шине, 
объелиняя тем самым один или несколько приборов в елиную систему — компьютерную сеть. 
Это позволяет коитролировать доступ лиц, например администрации, к результатам анализа 
и делает невозможным оказание какого-либо влияния на них, что очень важно при приня- 
тии ответственных решений, например в области ХТА, медицинских и лругих исследованиях. 
За рубежом такие системы называют Ы М5 (1абогаюгу пЮппаноп апд тапаретеле зузепв). 

Сравнительные характеристики методов ААС, ЭТААС, ИСП-ОЭС и ИСП-МС приведены 
в табл. 6-53—6-54. 


Таблипя 6-53. Сравнительные характеристики метолов ААС, ЭТААС, ИСП-ОЭС и ИСП-МС 


Метод Минимальный объем образца Линейный рабочий 
диапазон калибровкн 

ААС 5 мл на элемент 3 порядка 
ААС с проточно-инжек- 100 мкл на элемент 3 порядка 
пИОИНЫМ ВВОПОМ 

ЭТААС 10—50 мкл на заемент 2 порялка 
ИСП-0ЭС 1—2 мл 6 порялков 
ИСП-МС 1—2 мл 9 порялков 
ИСП-МС с электротер- 10—50 мкл 9 порялков 


мическим атомизатором 


Таблипл 6-54. Пределы обнаружения® искоторых элементов метолзми ААС. ЭТААС, ИСП-ОЭС и ИСП- 
МС в мкг/л 


Элемент ААС ЭТЛАС исп-0ЭС иси-мс 
А 45 0.1 | 0,005 
А 150 0.03 2 0.00065 
са 0.8 0.002 0,1 0.00009с 
Сг 3 0.004 0.2 0.0002с 
Си 1.5 0,014 0,4 0.0002 
К 3 0,005 І 0,0002 
Мп 1.5 0.005 0,1 0,00007 
м 6 0.07 0.5 0.0004 
РЬ 15 0.05 І 0.00004с 
$ 45 0.05 2 0.0009 
$е 100 0,05 4 | 0,0007 
т 15 0.1 2 0.0002 


*По материалам зарубежной печати, 2004. 
Примечание: а, Б, с, — режим работы прибора см. табл. 6-55. 


В табл 6-55 приведены экспериментальные данные, полученные в лаборатории Центра 
биотической медицины (ЦЬМ) РФ, аккрелитованной при Федеральном неитре Госсанэпид- 
надзора МЗ РФ в соответствии с международным стандартом (аттестат аккредитации ГСЭН. 
КО.ЦОА.3 11, регистрационный номер в Государственном реестре РОСС КО.0001.513118 от 
29.05.2003). Статистическая обработка полученных данных провелена при помоши программ 
Місгоѕоћ Ехсе! 2003 и Маизиса 6.0 (см. электронное приложение). 

Прелелы обнаружения приведены в микрограммах на 1 л с использованием элементных станлар- 
тов в разбавленных водных растворах и получены для 98% уровня значимости (3 стандартных от- 
клонения фона). Действительно достигаемые пределы обнаружения в биосубстратах человека будут 
на 1—3 порядка выше в зависимости от фактора разбанлсния (который обычно варьируст от п: 19 до 
п-100) и некоторых специфических проблем. связанных с присутствием органической матрицы. 

Пределы обнаружения для метола ААС установлены с использованием параметров, оптими- 
зированных для каждого элемента. 
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Пределы обнаружения для метода ИСП-АЭС установлены в одновременных многоэлсмен- 
тных измерениях с аксиальным обзором плазмы. циклонной распылительной камерой и кон- 
нентрическим распылителем. 

Пределы обнаружения для ртути по методу холодного пара опрелелены с использованием 
проточно-инжекиионной системы и прнставкой-амальгаматором. Прелел обнаружения без при- 
меиения ириставки-амальгаматора составляет ().2 мкг/л с лампой полого катода, (}.05 мкт/л с бе- 
зэлектролной разрядной лампой. Предел обнаружения со специальной проточно-инжекционной 
ртутной системой составляет мсиее 0.005мкг/л, с приставкой-амальгаматором менее 0.0002 мкг/л. 
Пределы обнаружения ААС с графитовой кюветой получены на образне объемом 50 мкл. 

Прелелы обнаружения в методе ИСП-МС. пе отмеченные сносками. получены с исполь- 
зованием распылительной камеры Скотта. попсречно-потокового распылителя и никелевых 
конусов. Предслы обнаружения получены с использованием трехсекунлных периодов интегра- 
пии. не менее чем по 8 репликам. 


Таблица 6-55. Прелелы обнаружения эйементов в мкг/л по данным ЦБМ 


Элемент Цламенная — АЛС с генерацией — ААС с графито- ИСП-АЭС иСП-МС 
ААС гидрилов вой кюветой | 
А! 45 0.1 І | 0.005а 
Аѕ 150 0.03 0.05 2 0.04066 
В 1000 20 | 0.003с 
Ва 15 0.35 0.03 0.00002с 
Ве 1.5 0.008 0,09 0.003 
Са 1,5 0,01 0,05 0.0002с 
Са 0,8 0.002 0.1 0,00009с 
Со 3 0.15 0,2 0.0009 
Сг 3 0.004 0.2 0.0002с 
Си 1.5 0.014 0.4 0.0002с 
Ес 5 0.06 0,1 0,0003с 
Не 300 0.009 0.6 1 0,016 с 
1 0.002 
к 3 | 0.005 П 0.0002с 
ш 0,8 0.06 0,3 0.001с 
Мұ 0,15 0.004 0.04 0.0003с 
Мп 175 0.005 0.1 0.00007 
Мо 45 0.03 0.5 0.001 
Ма 0,3 0.005 0.5 0.0003с 
м 6 0.07 05 0.0004с 
Р 75 000 130 4 0,1а 
РЫ 15 0.05 1 0.00004 
5 10 28е 
УЬ 45 0.15 0,05 2 0.0009 
е 100 0.03 0.05 4 0.00076 
$ 90 1 10 0.03а 
КҮ 150 0.1 2 0.0005а 
%г 3 0.025 0.05 0.00002с 
Ті 75 0,35 0.4 0,0031 
т 15 0,1 2 0.0002 
У 60 0.1 0.5 0.0005 
2п 15 0.02 0,2 0.0003с 


Примечание. а — определено на приборе с ДРС в станлартном режиме с плагиновыми конусами и квар- 
левой системой ввода; 6 — определено на приборе с ДРС в режиме ДРС с платиновыми конусами и кварисвой 
састемой ввола: с — определено на ириборе с ДРС в стандартном режиме с платиновыми конусами ин кварцевой 
системой ввола в чистой комнате класса 100; 4 — используя изотоп 2098; е — используя изотоп 3$: 
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Широко распространенным классическим методом опрелелепия элементов являстся (фо- 
тометрическое определение, с предварительным экстрагированием металла в виде окрашенно- 
то комплекса с органическим реактивом из изучаемого объекта. В основе оптических методов 
определения лежит закон Бугера—Ламберта—Беера (см. гл. 6.4.1.1). 

Экстракционно-фотометрическое определение не занимает ведущее мссто в анализе био- 
объектов, но этим метолом продолжают пользоваться из-за простоты аппаратурного оформле- 
ния. Например, в рутинных токсикологических и биохимических исслелованиях этим метолом 
определяют содержание мели в крови. При взаимодействии ионов мели с катионным фиоле- 
товым в присутствии роланил-ионов н аскорбиновой кислоты, образуются интенсивно окра- 
шенное соелинение типа ионного ассоциата. которое количественно извлекается бензолом. 
толуолом или другим растворителем. В оптимальных условиях при однократной экстракции 
толуолом извлекается до 97% ионного ассоциата меди. Окраска полученного соединения ус- 
тойчива 5—6 ч, А „=587 нм. Опрелеление молибдена в почках и печени, основанное на взаи- 
модействии металла с тиобензгидразидом. проводят после предварительного озоления биоло- 
гической пробы при 450 °С и последующей реакции с водно-спиртовым раствором реактива. 
Образустся окрашенное в зеленый цвет соединение, хорошо экстрагируемое хлороформом. 
Определение проводят при А= 630 нм относительно хлороформа. Недостатками этого метода 
являются трудосмкость, невозможность многоэлемсилного анализа, рутинность и длительность 
анализа. К преимуществам относятся доступное аппаратурнос оформление и хорошая воспро: 
изводимость результатов. 

Перспективным методом определения элементов является рентгено-флюоресцентный анализ 
(РФА) химического состава образца, который проводится по характеристическим рептгенов- 
ским спектрам. По сравнению с оптическими спектрами рентгеновские спектры состоят из 
небольшого числа линий в диапазоне длин волн от 0,1 ло 100 А”. 

Возникновение рентгеновских спектров происходит слелующим образом. При бомбарди- 
ровке вещества пучком ускоренных заряженных частиц высокой энергии с одной из внутрен- 
них электронных оболочек атома вырывается электрон и улаляется из атома. Образовавшаяся 
вакансия заполняется путем нерехола электрона с одной из внешних оболочек, что сопро- 
вождается характеристическим рентгеновским излучением. Такое излучение наблюлается нс 
только при бомбарлировке электронами. но и при облучении поверхности электромагнитным 
излучением большой энергии, достаточной лля выбивания внутренних электронов из атомов. 
Характеристический спектр называется флююресцентным или вторичным 

Английский физик Мозли в 1913 г. установил, что корень квадрагный из частоты п спект- 
ральной линии характеристического излучения элемента есть линейная функция сго порялко- 
вого номера 7: 


где К — постоянная Ридберга. Зп — постоянная экранирования. п — главное квантовое число. 
у — частота излучения. 

Как и в эмиссионной спектроскопии, качественный анализ проводят путем определения 
длины волны интересующих линий и их последующей идентификации. Длину волны в спек- 
тре обычно определяют с помошью известных опорных линий, являющихся своеобразными 
стандартами. В качестве станларта может быть использовано известное вешество, специально 
вводимое в анализируемую пробу. Расшифровка спектров сушественио облегчается благола- 
ря наличию подробных таблиц. Осложнения при идентификации вызывают спектры разных 
порядков из-за наложения линий. Для надежности результатов находят нужную длину волны 
и оценивают интенсивность не одной, а нескольких сиектральных линий. Среди них лолжна 
находиться наиболее интенсивная линия определяемого элемента. Предел обнаружения метода 
составляет в среднем | мг/л. а лля некоторых элементов он спижастся до 0.01 мг/л. Предва- 
рительная обработка образца химическими реагентами в ряде случаев позволяет значительно 
снизить предел обнаружения. Методом РФА можно исследовать как твердые. так и жилкис 
образцы (табл. 6-56). 

Количественное опредсление основано на пропорциональносли между интенсивностью 
линий характеристического излучения и концентрацией элемента в пробе. На абсолютную 
интенсивность линий влияют условия возбуждения и другие факторы. а такжс химический 
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состав пробы. Сушествуют различные способы количественного определения элемента мето- 
лом РФА. В способе внутреннего станларта сравнивается интенсивность линий определенного 
элемента с лимией станларта — специально введенного в пробу элемсита в точно известном 
количестве. Сравниваемые линии должны иметь близкие потенциалы возбуждения и не слиш- 
ком отличаться по интенсивности. Удобиым станлартом является соседний элемент пернодн- 
ческой системы. Отношение интенсивности линий определяемого элемента и элемента-стан- 
аарта предполагается пропорииональным их концентрации: 1/1, = КС/С_. Коэффициент К 
определяется эмпирически по интенсивности линий стандартных образцов. Преимуществом 
способа внутреннего стандарта является его независимость от наличия стандартных образцов. 
К нелостаткам относится трудоемкость ввеления элемента сравнения в кажлый анализируемый 
образец. 

Прн определении способом внешнего стандарта интенсивность линии искомого элемента 
сравнивается с интенсивностью этой линии в спектрах стандартных образцов с известным со- 
держанием. Отношение интенсивности линий принимается равным отношению концентраций 
элементов. Точные результаты получаются при условии, когда состав анализируемой пробы и 
стандартных образцов по основным компонентам достаточно близок, так как интенсивность 
линий зависит от общего состава пробы. 

Применяется также способ добавок и разбавления. В способе добавок к пробе прибавляется 
нсбольшос количество опрелелясмого элемента. При способе разбавления в пробу вводится 
наполнитель, не содержащий определяемое вещество. Недостатком этого способа является 
большая погрешность в определении кописитрации при малой величине добавки. так как раз- 
ность межлу интенсивностями первоначальной пробы и пробы с добавкой мала. 

РФА используется в особых случаях в криминалистике с целью идентификации личности 
по минеральному составу костной ткапи (посмертно). 


Таблица 6-56. Преимущества и недостатки РФА 


Пренмущества | Недостатки 
Метод неразрушающий Сложное оборудование 
Возможность знализировать твердые и жидкие Ограничено количественное определение ряда 
образцы элементов из-за одновременного усиления и ос- 
Метол многоэдемептный лабления излучения 
Экспрессность (анализ одной пробы занимает Относительно низкая точность 
1—5 мин) Относительно низкая чувствительность 


Возможность использовать волные растворы 
Анализ широкого круга обьсклов 


Нейтроноактивационный анализ (НАА) основан на возбуждении (активации) стабильных 
ядер определяемых элементов при облучении анализируемых образнов потоками ядерных час- 
тни или квантов с достаточной энергией и регистрации навеленной радиоактивности. 

При сближении нуклона с ядром ло расстояния, на котором действуют ядерные силы. про- 
исходит ялерная реакция. Она протекает в лве сталии: на первой из взанмолействуюших частиц 
образуется составное ялро, которое существует около 10`'° с, на второй стадии ялро распалается 
на продукты реакции. 

Продукт реакции представляет собой изотоп исходных или соссдних элементов и характе- 
ризустся новым сочстанисм 4, (заряд) и А (массовое число). 

Неустойчивые ядра, образовавшиеся в процессе ядерных взаимодействий, претерисвают са- 
мопроизвольный распад — рапиоактивный распад. Периоды полураспада изотопов. использу- 
емых в НАА. составляют от исскольких секунд до нсскольких лет. Болес 909% радиоактивных 
ядер испьлывают В-распад, при котором испускается электрон (или происходит захват элек- 
тропа) с одной из орбит атома. Заряд исходного ядра при этом изменяется на +], массовое 
число А сохраняется. Ядерные характеристики, такие как период полураспала, энергия В-час- 
тиц и улучей, индивидуальны для каждого ядра. Поэтому измерение этих характеристик обсс- 
печиваст одпозначную илептификацию элемента и. следовательно, высокую специфичность 
анализа. 

Основной метод получения количественных результатов в НАА состоит в измерении ин- 
тенсивиости излучения радиоизотопов. образующихся в процессе облучения пробы. Между 
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интепсивностью излучения и количеством определяемого элемента существует прямо пропор- 
пиональная зависимость. 

На практике вместе с исследуемой пробой облучастся эталон с известным содержанием 
определяемого элемента. Содержание искомого элемента шх рассчитывают из соотношения 
содержание/ интенсивность: т, / т, = 1, / 1, 

Обычно идентификацию и количественное опрелеление проводят путем измерения актив- 
ности радиоизотопа. обеспечивающего наибольшие избирательность, чувствительность и точ- 
ность анализа. 

Чувствительность определения максимальна при облучении. равном нескольким временам 
полураспала. Чувствительность будет максимальна при болыней распространенности изотопа 
и потока активирующих частиц. 

Специфичность схемы распала радиоактивного изотопа созласт условия лля олиозначной 
идентификации и точного опредслсния аналитического изотопа. Диапазон определяемых кон- 
нентранией составляет от 105% до 100%. Можно получить данные о содержании большого 
числа элементов в одной пробе. 

По энергии нейтроны условно делятся на несколько групп, из них в метоле НАА используются: 
тепловые (0,005 эв < Е $ 0,4 эВ): 

резонансные (0,4 эв < Е < 103 эВ); 

промсжуточные (1 кэв 5 Е < 500 к>В); 

быстрые (0,5 мэв < Е < 5 мэв). 

Ведущим является метод НАЛ с использованием тепловых нейтронов. Это обусловлено его 
унияерсальностью и избирательностью, так как при облучении тепловыми пейтронами боль- 
шинства элементов протекает только одна реакция — образование ралиоизотопа исхолного 
элемента, причем различие параметров схем распала существеннее. чем при других способах 
активации. Основным источником тепловых нейтронов является ядерный реактор. 

Методом НАА возможно определение элементов іп уйго и іп уіуо (при соблюдении спсин- 
альных мер зашигы). Так, применение метода НАА позволило провести прямую количествен- 
ную оценку степени минерализации скелета человска и отдельных фрагментов костной ткани. 
При определении использовали радиационный захват тепловых нейтронов “Са. Образующий- 
ся в результате радионуклил кальция удобен лля спектрометрии (Т,, = 8.8 года, выход 89%: 
Е = 3.08 мэВ). При постоянных условиях облучсния интенсивность излучения строго пропор- 
циональна количеству элемента, например кальция. 

При определении элементов іп уйго могут быгь использованы различные методики. При- 
менсние методики на основе радиохимического разделения элементов вызвано особенностями 
состава биообъектов. Основные компоненты в них — Н. С, М. О. Ма. Мр, Р. 1. СІ, К. Са. боль- 
шинство из которых слабо активируются при облучении нейтронами. 

Пробу упаковывают в контейнеры из ралиационно устойчивого материала. Производят сов- 
местное облучение образцов и эталона в потоке нейгронов ядерного реактора. Затсм пробы 
выдерживают в горячей камере для снижения навеленной активности до безопасного уровня 
и проводят определение. 

Например, методом НАА было проведено определение Ар. Аи, Вг, Са, Со, Сг, С<, Ее. Н. 
Мп. Мо, ВБ. Ки и Та в волосах и ногтях жителей промышленных районов Онтарио. Пробы 
волос и ногтей гомогенезнровали. отмывали. высушивали и помещали в алюминиевую фольгу 
Затем подвергали облучению (Е = 2 кэВ) и после снижения наведенной активности определя - 
ли уровень металлов. В результате было установлено, что ногти сильнее накапливают металлы 
по сравиению с волосами. 

При определении Си, Се. Ее. Р, 2п. Мо, Со в нормальных тканях мозга и при опухолях 
использовали НАА на тепловых нейтронах. Для этого пробы лиофилизировали, высушивали, 
облучали. При определении использовали стандартные изотопы. В холе исслелования было 
показано, что в опухолевых тканях накапливается мель. а солержание н них железа. фосфора. 
цинка и кобальта снижено. 

С помошью метода НАА изучали изменение микроэлементного состава органов больных 
ишемической болезнью сердца. у которых содержание Са. Со. Ма увеличено в мышиах серлця, 
Ма — в печени, Ре и Со — в почках. Содержание К в мыншах сердца. Мп в печени, Сги $е в 
почках снижено. 
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НАА имест абсолютно низкий порог обиаружепия по сравнению с другими аналитическими 
метолами (ло 10-5 г). Олнако дополнительные осложнения при работе этим методом, обуслов- 
ленные опасностью радиоактивного излучения, улорожают анализ и требуют строгого соблю- 
зения техники безопасности. НАА относится к арбитражным методом с длительным периодом 
получения результатоя (табл. 6-57). 


Таблипа 6-57. Преимущества и недостатки методя НАА с использованием тепловьк нейтронов 


Пренмушествя Недостатки 
Арбитражный метол Опзсность радиоактивного облучения и заражения 
Высокая селективность и чувствительность Дорогостояшее оборудование 
Диапазон определясмых Сиециальные условия работы лабораторни 
зониснтраций от 1012 % ло 100% Большая продолжительность анализа 
Прелел обнаружения 0.001 нг/г Олноэясментный аналнз 


Мэлая трудоемкость 

Возможность опрелсяення без разрушения 
образа 

Автоматизация 


Применение комбинированных систем — ВЭЖХ-ИСП-МС, ГЖХ-ИСП-МС, КЭ-ИСП-МС 
# ядерной гамма-резонансной снектрометрии в биомедицинских исследованиях. 

В послелнис годы были разработаны принципиально новые технологии биомедицинских 
исслелований, которые изменили подход к определению метаболизма токсикаптов т м\о 

зы гл. 3). Это вылвигаст на первый план потребность в новых аналитических технологиях, 
вторые обеслечивают увеличениие произволительности анализа и получение мультипарамет- 
рических ланных. отражающих динамику происходящего процесса. 

Несмотря на блестящие аналитические возможности современных приборов для опреде- 
ления элементов в биосистемах, трудность интерпретапин результатов элементного анализа 
зохраняется (см. гл. 8.5). Основная проблема заключаекся в выборе алгоритмов правильной ин- 
т=раретации результатов. Важно учитывать и абсолютные количества элементов, и их соотно- 
пения. а также содержание клинически важных метаболитов — индикаторов дисбаланса эле- 
мсытов (биомаркеров). но самая большая трудность заключается в установлении химической 
Формы нахождения элемента. В организме элементы содержатся в ионной и ковалентной фор- 
вас (например. как центральныс атомы биокомилексов или мсталлорганичсскис сосдинения). в 
наше клатратов и т.д. Обсуждаемые выше мегоды не позволяют установить форму нахождения 
элемента в организме. Часто при токсикологических. метабонических или метаболомических 
исследованиях решение этой проблемы является определяющим для получения адекватных 
зе ультатов экспертизы или дизгностических данных. 

Возможность одномомеитного (в одной и той же пробе) определения органической и мине- 
зальной составляющей появилась при использовании комбинированных метолов. 

Практически любой хроматографический метод может быть объединен с методом ИСП- 
МС В современных приборах для ИСИ-МС имеются опции, позволяющие получать интег- 
зисозанные системы ВЭЖХ-ИСП-МС, ГХ-ИСП-МС, КЭ-ИСП-МС или ионной хроматогра- 
ия с ИСП-МС. Пакет программного обеспечения Р!азта-Сгот предназначен для обработки 
заеых. полученных мелолами ВЭЖХ-ИСП-МС и ГХ-ИСП-МС. Специальные соелинитель- 
ные трубки между газовым или жилкостным хроматографом обеспечивают работу системы. 
Пезностью изолированная нагреваемая линия осуществляет перенос разделенного на фрак- 
ии образиа от газового хроматографа непосрелственно в плазму. где вешество атомизируется. 
язэмы ионизируются и детсктируются в масс-спектрометре. В США методом ГХ-ИСП-МС 
вэ специальным станлартизованным методикам анализируются различные группы пестици- 
зза. продукты питания и другие объекты. Наиболее удобной в биомедицинских исследованиях 
признана система ВЭЖХ-ИСП-МС. Специалытые устройства вводят кислород для разложения 
ютанического растворителя. С помощью ВЭЖХ происходит разделение веществ, и с контро- 
питусмым аслением они направляются в приборный блок для исследования методом ИСП- 
МЕ Происхолиг одновременное опрелеление органической части металлосодержащих сосли- 
эезий и непосредственно металла. вхолящего в эгу структуру. Результатом анализа являются 
иоезеление концентраций и получение информации о структуре органической составлякинсй 
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биокомилекса или клатрата металла. Такие исследования обеспечивают получение достовер- 
ного результата. 

Как известно. многие страны. в том числе Россия н США, разрешают использование любой 
новой технологии в области судебной токсикологии только после се утверждения соответс- 
твующими регулирующими органами. В Великобритании Судебное научное общество (Е%$$} 
разрсшаст использовать все уловлетворяющис определсиным критериям новые мстоды и тех 
нологин после их утверждения главным специалистом этого общества. В США РЮА (Тће Еооз 
апа Огиеѕ Аатитытаноп) поощряет применение самой современной необходимой аппаратуры 
С другой стороны. использование редких или экзотических технологических систем вызывает 
значительные труяности в работе лаборатории н задерживает пропесс валидации (см. гл. 5.8) 
Учитывая вышесказанное, следует отметить, что интегрированные системы ВЭЖХ-ИСП-МС. 
ГХ-ИСП-МС. КЭ-ИСП-МС успешно валилированы н применяются в странах Евросоюза, Ве 
ликобритании. США. Японин пе только лля научных исследований, но и для клинико-ток- 
снкологической лиагиостики и сулебно-химических экспертиз. Например, в Германии был 
выигран судебный процесс и снято с гражланина обвинение в покушении на убнйство только 
благодаря экспертизе, проведенной в судебно-химической лабораторин метолом ВЭЖХ-ИСП- 
МС. Известно, что многие органические соединения мыщьяка ие обладают токсичностью (ок 
сил триметиларсииа, арсснобетаин. метиларсониевая кислота и лр.). в отличие от неоргани- 
ческих форм мышьяка. По результатам анализа, проведенного метолом ИСП-МС. в биопробах 
потерпевшего кониентрация мышьяка классифинировалась как токсичсская. Олнако ланные 
полученные с помошью системы лля ВЭЖХ-ИСП-МС, показали на присутствие мышьяка в 
основном в виде нетоксичного арсенобетаина. Присутствие этого соелинения в биообъектах 
было связано с псадекватными пищевыми пристрастиями обследуемого к морепролуктам. 

В Великобритании изучение метаболизма мышьяка в живых системах на примере потребле- 
ния несколькими поколениями овец морских водорослей, общее содержание мышьяка в кото- 
рых также отнесено к токсическому. показало. что мышьяк в биосубстратах овен солержится в 
малотоксичной форме диметиларсенита. 

В Капифориийском университете США с помошью комбинированных систем КЭ-ИСП-МС 
и ВЭЖХ-ЯМР-МС применили мстабономическне технологии для случая хронической инток- 
сикации мышьяком, что привело к обнаружению новых биомаркеров — хиралытых изомеров 
соедипений рибозы с мышьяком. 

Специальная компьютерная программа ЗАГЗА и система ВЭЖХ-ИСП-МС-МС были при- 
менены в фармакогенетических исследованиях с диагностической иелью для нерсонализиро- 
вапного выбора лекарственного срелства. Пример. В моче пациента, в течение длительного 
времени подвергавшегося действию повышенных лоз кадмия. ртути и свинца, были обнаруже- 
ны фумарилацетон, высокое содержание металлотионсин-кадмия и бномаркеры токсического 
действия ртути. Фумарилацетон появляется в моче при значительной инактивации глутати- 
онтрансферазы 4 (СЗТА!—1), которая катализирует цис-транс-изомеризацию малеилацето- 
на ло фумарилацетона соответственно. С-конечный цистеиновый остаток и активный центр 
полиморфного варианта глутатионтрансферазы 7. (ҺС5Т14.1) ковалентно связаны с фумарила- 
петоном и малеилацетоном. соответственно. Фумарилацетон и малеилацетон являются суб- 
стратами и инактиваторами продуктов НОУТ] и ковалентно видоизменяют активный центр и 
цистеиновый остаток ПО$Т71 при уменьшении содержания глутатиона. Высокое содержание 
токсичных металлов в организме снижает активность глутатионтрансферазы, роль когорой в 
детоксикации ксенобиотиков хорошо известна (см. гл. 3). Таким образом. выбор лекарствен- 
ных препаратов для этого пациента весьма ограничен и строго индивилуален. 

В связи с экологическими загрязнениями в олпом из райопов Янонни возникла нсобходи- 
мость в обследовании кормящих матерсй. Использование КЭ-ИСП-МС позволило определить 
в образцах женского грудного молока 19 металлов (в том числе Со, Си. Ее. 4п, № и др.) в виде 
нетоксичных биокомплексов с органическими лиганлами и наличие сильнейшего токсиканта — 
метилртути. что дало возможность предотвратить отравленис грудных детей. 

Метолом КЭ-ИСП-МС были разделены металлотионеин и ферритин, а также опрелелены в 
них уровни содержания кадмия, меди, ципка и железа в крови (Н.И. Калстина и соавт., 2006, 
рис. 6-135). 
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Рис. 6-135. Элсктрофореграмма разасления металлотнонсина н ферритина в образце кровн (поясиснис 
з 1екстс). Буфер: 8,5 мМ тетрабората натрия; 5 мМ фосфатного буфера; 15 мМ додецилсульфата 
ватрия — 14 мМ, рі! 6,8. Напряжение — 19кВ. Электрокинетический взол пробы. Разделение проводили 
з квариевом капилляре внутренним диаметром 50 мкм и ллиной 100 см на оборудовамии фирмы Тегто 
акатоп сотоганоп. 


Электрофорсграмма показывает разделепис металлотионеина и ферритина в крови после 
проведения 5 сеансов интенсивной листанциониой лучевой терапии опухоли мочевого пузыря. 
При этом содержание в металлотионеине циика и меди значительно меньшее. чем калмия, в 
Зерритине — высокий уровень железа. Предел обнаружения —107° — 10% моль/я, В контроль- 
эой группе достоверного разлнчия в солержании кадмия, цинка и меди в метаплотионеине не 
нэблюлапи, уровень железа в ферритине соответствовал естественному содержанию. Время 
митрапии воспроизводимо пля всех исследованных образцов. Относительное станлартное от- 
кзонение времени миграции за этот период не превышало 0.5%. 

Привеленные примеры свидетельствуют о переходе на качествсино иной уровень апалити- 
ческих лиагностических тестов и экспертных оненок в бномелицинских исследованиях. 

Гамма-резонансная (Мессбауэровская) спектрометрия как инструмент нанотехнологий. Ме- 
тоз ГРС нашел широкое применение в исслеловании биомолскул главным образом благоларя 
счастливому совпадению двух очень важных заложенных приролой обстоятельств. Первое — 
это роль атомов железа в биологических процессах как активных пситров белков и биополиме- 
зов. Второе — строение ядра "Ее и его роль в развитии метода ГРС, облалающего уникальной 
чувствительностью и богатыми возможностями в исследовании структурных и динамических 
свойств твердых тел. По сравнению с другими широко известными методами. например ЭПР, 
ГРС лает возможность исследовать горазло больший набор электронных и спиновых состоя- 
ний (для ЭПР это в основном состояния с нечстным спином). в том числе и диамагнитные 
соелинения. В отличие от рентгеноструктурного анализа, метол ГРС нс требуст применения 
монокристаллов и позволяет проводить исследования бслка в различных состояниях — от рас- 
творов ло лиофилизованиых белков. При опрелелении элсктрониого и спинового состояний 
метод ГРС позволяет разграничить несколько состояний атома Ее, в отличие от ланных намаг- 
ничениости. дающих усрелненный результат. Таким образом. оказалось возможным охаракте- 
ризовать электронное и спиновое состояния атомов железа и его лигаидов во мпогих белках 
при различных условиях. Электронная структура активного центра белка. ес преврашения под 
лействием окружающих лиганлов, условий среды. субстрата и т.д. играют огромную роль в 
функинонировании белка. Метол ГРС открыл новые возможности исследования взаимосвязи 
структуры и функини биомолекул на основе данных об электронной структуре комплексов 
железа, входящих в белок. и их изменениях в процессе функпиопирования, например желе- 


506 Глава 6 


зосолержаших белков с активными центрами в виле гема, железосерных кластеров и пругих 
комплексов. 

Важным преимушеством метода ГРС по сравнению с другими методами является возмож- 
ность олновремепной характеристики электронной структуры им атомной подвижности. Пол- 
вижность различных фрагментов белка. вызываемая конформациониыми переходами в белке. — 
фактор. опреасляющий сто функциональную активность. ГРС позволяет количественно исследовать 
эти движения, причем с энергетическим разрешением. значительно превосхоняшим разрешение. 
получаемое рентгенодинамическим анализом и лругимн метолами исследования подвижности. 

Электронные свойства атома железа в активных центрах белков необычайно разнообразны 
и, что не менее важно, управляемы. Методом ГРС установлены особенности электронного 
строения гемоглобина, мпоглобина, цитохрома Р450. некоторых феррелоксинов, ферритинон. 
гсмэритрина, белков с рялом тонких внутримолскулярных взаимолействий — нитритрелукта- 
зы. сульфитредуктазы, некоторых цитохромов типа с, феррелоксинов с кластерным активным 
центром. различных бактериоферритииов и др. 

Мстолом ГРС определены конформационные перестройки гемо- и многлобинов при измс- 
нении электроиного состояния Ге?” в геме после присоединения 6-го аксиального лиганда — 
молекулы О, (см. гл. 8.3). 

Можно ли наблюдать конформапионные изменения в глобуле белка при пеизменном ли- 
ганлном составе и электронном состоянии атома железа и как влияет конформационная пере- 
стройка глобулы на электронную структуру акгивного иснтра? Ответы па эти вопросы очень 
важны для обсуждения механизмов токсичности, взаимосвязи структура токсиканта—репептор 
и объяснения нарушений мегаллолиганлного гомеостаза при патологии (см. гл. 2.3.3 и 8.5). 
Низкочастотные конформанионные изменения глобулы с частотами, меисе 107 с! прослежива- 
ются по изменению электронной структуры и спинового состояния железа в активном центре 
белка. Перестройки глобулы могут быть вызваны изменением влажности. вязкости. рН среды. 
влиянием внешних ддя молекул белка анионов. взаимолействием с субстратом и т.л. При этом 
если в активном пентре белка нахолится один атом железа. как. например. в геме. то при неиз- 
менном заряловом состоянии изменяются симметрия и градиент электрического поля на ядре 
или спиновос состояние. Если же в активном центре солержится два и более атомов железа, как 
в железосерных кластсрах. то эти взанмодействия приводят к возникновению неэквивалентных 
положений этих атомов. более высокочастотные коиформациопные изменения с частотами 
болсс 10° с' сопровождаются изменснием вероятности эффекта Мессбауэра. Эти движения. 
согласно ланным гамма-резонансных сисктров. характсризуются определенной иерархией. 


Так, частоты 10° с‘ — 10% с! соответствуюг движениям фрагментов белка типа ограниченной 
диффузии с масштабом -ЁГ А’, частоты10* с!— 10° с! — движениям фрагментов с масштабом 
~0,3 А, частоты 10? с! — 10® с! и болес — аомным конформанионпым движениям. Кроме 


атомного и фрагментарного внутримолекулярных движений. большой интерес представляют 
различного рола эффекты спиповой релаксации и электронного обмена между железосодер- 
жашими центрами. Эти эффекты дают уникальпую информацию о взаимолействии различных 
комплексов железа (межкластерные взаимодействия) внутри молекулы белка или электрон- 
ном обмене между атомами железа. вхолящими в один и тот же комплекс (внутрикластериое 
взаимодействие). например в железосерных кластерах. Для №-Ге-гидрогеназы расшифрована 
структура железосолержащих центров в виле определенных кластеров и никелевого центра. 
Обнаружено обменное взаимолействие между Ре?” и Си°* в цитохроме а.. Изучены состояние 
(в разные периоды гола) ядра ферритина печени людей и животных. стралаюших избытком 
железа. структура активного пентра корринового белка С/юзтеит пегтосейсит. включающего 
кобаламин (порфирин с Со). метаболизм Ғе-копрогсиа в грибе Меигозрога сгазха. Таким обра- 
зом. электрониое состояние атомов железа в активном центре белка. во многом опрелеляющее 
его функниональные свойства. может быть изменено за счег ие только изменепия лиганлного 
состава или зарядового состояния, что очевилно, но и незначительных конформационных пе- 
рестроек глобулы. Это ласт иные подходы к изучению механизма действия белковых молекул, 
ферментативной активности и т.д.. открывает новые пути управления функционированием 
белков. 

Динамика биосистсм эффективно исслсдустся методом ГРС. что позволило получить ко- 
личественные данные об амплитудах и частотах (временах корреляции) движений атомов, ус- 
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релненных но вссй молекуле белка. которая при этом может и не содержать атомы железа или 
какие-либо другие мессбауэровские атомы (т.е. атомы. содержащие мессбауэровские ядра). 
К настоящему времени с помошью ГРС получено большое количество данных о биомолекулах. 
главным образом о белках. Изучены ряд гсмоных белков, бсяки нсгсмовой природы, входяшие, 
например, в фотосинтетические пентры. железосерные. желсзотранспортные и железонакопи- 
тельные белки. Для гемовых и ссросодержащих белков удалось исследовать мпогие тонкости 
электронного и спинового превращений железа в двух- и трехвалентном состоянии. 

Метод молекулярной динамики (например. изучение динамических свойств пептидов) на- 
ряду с компьютерной молекулярной графикой оказался чрезвычайно полезным при поиске 
новых лекарственных препаратов и физиологически активных соединений. Это направление 
получило название «молекулярный дизайн». Даже предварительная информация о возможных 
способах посалки молекулы предполагасмого лекарственного вещества на соответствующий 
репепторный участок позволяет резко сократить расхолы на созлание новых пренаратов. Мо- 
лекулярная липамика биополимеров находится на стыке двух наиболее быстро развивающихся 
в настоящее время областей науки — физико-химической биологии и информатики (более 
точным является термин «сотрикег $с1спсе»). Метол ГРС является олним из инструментов 
физико-химической биологии и медипины. Параметры метола (изомерный слвиг. квалруполь- 
ное расшепление. интенсивность) с высокой чувствительностью отражают конформационные 
изменения в молскулах сложных биологических структур, связанных с металлами координа- 
ционными связями. Так. биокомлексы железа. кобальта, никеля. меди. цинка с М-гликозили- 
рованными производными адамаитана. метронидазола. нитрофурана. сульфаниламидов (за- 
патентованы в РФ, Н.И. Калегина с соавг., 1998) в зависимости от стерических особенностей 
комплекса и состояния иентрального атома изменяют свою токсичность и влияние на апоптоз 
клетки (см. гл. Зи 8.5). Изменения элсктронного состояния атомов желсза и кобальта зависят 
от ближайшего окружения (строения лигандов) в условиях іп уіхо и уйго. Параметры гамма- 
резонансных спектров синтезированных комплексов железа характерны для октаэдрических 
высокоспиновых комилсксов Ее (11) и Ее (Ир. Большая всличина квадрупольного расщепле- 
ния октаэдрического высокоспинового комплекса Ее(11) указываст на резко асимметричную 
структуру центрального узла. Комплекс Ее (ИГ) образует искаженную (вытянутую) структуру 
октаэлра. При изучении токсичпости полученных комилексов было установлено, что паименее 
искаженная структура октаэлрического высокоспинового комплекса Ее (11) имеет значительно 
меньшую острую токсичность и облаласт бактериостическим эффектом. Плоский комплекс Ее 
(111) оказывает бактсрицилное лействие. Комплекс Ее (111) с производпым аламантаиа. в отяи- 
чие от адамантанового комплекса Ее (П) и свободного лиганда, вызывал деградацию ДНК ядер 
гепатоцитов: образование крупных фрагментов ДНК. содержащих 700, 200—250, 50—70 тыс. 
пар оснований. конленсанию хроматина и вынячивание ялерной мембраны. характерные для 
апоптоза. что было полтвержлено гистологически и метолом электрофореза ДНК апоптотичес- 
ких клеток. При попижении температуры измерений было обнаружено. что гамма-резонансные 
спектры некоторых образцов имеют магнитную сверхтонкую структуру. Наличие внутренних 
магнитных полей на ядрах. проявляющесся в магнитной сверхтонкой структурс гамма-резо- 
нансных спектров, связано с особенностями электронной структуры комилексных сосяиие- 
ний. Внутренние поля на ядрах возникают в случае парамагиитных комплексов (в комплексах 
парамагнитным центром обычно являегся металл) за счет магнитного момента электронной 
оболочки. Продукты взаимолсӣйствия Со (И) и Ғе (НІ) с некоторыми биолигандами являются 
клатратами, т.с. неорганнческими полимсрными структурами. в которые включены биолигап- 
лы, удерживаемые силами межмолскулярного взаимолействия. Гамма-резонансные спсктры 
изученных образцов представляли собой дублеты с двумя системами магнитной сверхтонкой 
структуры в различном соотношении по интенсивности. Токсичпость клатратов, в отличие от 
комплексов тех же металлов. не изменялась по сравнению с таковой исходных лиганлов, что 
поліверлили ланиые электронной микроскопии гистологических образцов. 

Использование информации, полученной методом ГРС и компьютерных программ проек- 
тирования и конструирования молекулярных устройств с заданными функциями, способствует 
внелрению нанотехнологий. Такнс устройства могут быть как биологической приролы, напри- 
мер молекулярные «моторы», обеспечивающие важнейшие клеточные функции. так и моле- 
кулярные устройства небиологической. синтетической, природы, используемые при изучении 
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протеома. Любой белковый продукт одного только гена может существовать в миогообразных 
формах. Динамичная модификация белков — это контрольный механизм биологических сис- 
тем. Различные энлогенные вилоизменсния и экзогенные факторы регулируют многие белко- 
вые функции. их взаимодействия и преврашсиия. Лекарства и токсиканты метаболизируются в 
активные электрофилы. которые являются причинами модификаций ДНК (см.гя.3 и 4). Про- 
тсомные исследования показали значительную разницу между концентрацисй редко встреча- 
юшихся и постоянно присутствующих в клетке белков. Более того, измененные формы бслка 
и/или посттранслятационпо модифинированные структуры белков, часто представлены стс- 
хиометрически в меньшем количестве по сравнению с нсизмененными формами. Эти факторы 
ограничили степень информативности двухмерного гелевого электрофореза и привели иссле- 
доватслей к применению ѕһовип-анализ (метод случайности) протеомных стратсгий для онре- 
деления белковых модификаций в низких коннентраниях. В 5Ногип-анализе белковые смеси 
гилролизуют протеолитическими ферментами (обычно без предшествующего фракниониро- 
вания). затем полученные пелтилные смеси полвергаются хроматографическому разделению 
и измерению мстодом ВЭЖХ-МС-МС. Использование многомерпой технологии идентифн- 
кации белков с помошью МС-МС и специальных алгоритмов и комныютерных программ де- 
лает возможным быстро идентифицировать белок из всего спектра анзлизирусмых протеннов. 
Однако такие исслелования не отвечают на вопрос о механизмах возникновения модификаций 
белков с учетом генетических особенностей коикретного человека. В ряле случаев применение 
метода ГРС позволило ответить на подобные вопросы и провести картирование определенных 
молификаций, которыс могут быть легко предсказаны и иметь значение лля спепифических 
аналитических целей токсикологии. Например. гемоглобиновые адлукты, образованные пол 
действием эпоксидов стирена, этилена и бутадиена. часто являются следствием неблагопри- 
ятных экологических условий жизни. а также курения. Для определения алифатических эпок- 
сидных аддуктов гемоглобина (НЫ) чсловска использовали методы ВЭЖХ-МС-МС и ГРС. НЬ 
инкубировали со стиреноксилом, этиленоксидом и буталиендиоксидом (в различных концен- 
трациях) до образования аддукгов. расшепляюшихся тринсином, и анализируемых с помошью 
ВЭЖХ-МС/МС на приборе Тпегтолишеаи ЕСО с ионной ловушкой. Были получены спектры 
подлиниых и модифицированных пептидов НБ. Исследования гамма-резонансных сисктров 
поллинного и модифицированиого НЬ как структуры макроцикла, содержашего железо. поз- 
волило установить конформационные и другие структурные особенности модифицированиого 
НЬ. Воздействию токсикаитов подверглись М-концевые валипы обсих испсй о-НБ и В-НЬ, а 
также ОШ. Суҳ93. Ніѕ77. 97. 143 В-цспи и Ніѕ45 а-цени. На рис. 6-136 представлена селектив- 
ная последовательность изменения НЬ сгирсноксидом. Слева показаны гистидин, цистеин и 
М-концевой валин в НБ, в центре и справа — состояние НЬ под действием стиреноксида при 
меньшей и большей концентраниях соответственно. По-видимому, алкилирование проявляет 
значительную селективность даже среди нуклеофилов, которые лолжны были бы все иметь 
стерическую доступность для электрофилов. 


Рис. 6-136. Сеясктивная последовительность изменения НО под действием стпрспоксила. Пояснение в 
тексте. 
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Такой же прием был использован для опрелеления механизмов опосрелованного действия 
зипидных оксидантов на миоглобин мыши. что является важным этапом трансформации ок- 
снмиоглобина в метмиоглобин. 

Результаты исследований динамических свойств белков метолом ГРС были использованы 
при разработке пептидиысх аптамеров (рериде аратегх). Пситилные аптамсры — вил белков, 
способных связываться с тонкопленочными транзисторами и определять наличие в крови па- 
инента других белков. учитывая их стерєоэлектронпое окружснис. 

Метод ГРС был использован для установления пространственной структуры гликопротеи- 
нов и многочисленных конформаций углеволов. М-гликозидов и нуклеотидов как важнейших 
продуктов жизпедсятельиости клеток. 

Енс олин аспект использования возможностей метода ГРС — надежный и экспрессный кон- 
троль качества железосодержаших лекарственных средств. учитывая что при хранении Ге (11) 
способно относительно легко окисляться в Ге (П) и оказывать токсическое действие іп уіуо. 

Мессбауэровские спектры растворов железосодержащих лекарственных препаратов выявля- 
ют наличие ионов Ее (11) с параметрами: изомериый сдвиг д = 1.49 + 0,03 мм/с, квадрупольное 
расшепление А Е = 3,10 + 0,10 мм/с, а также загрязняющих ионов Ее(Н): средние значения 
А = 0,66 мм/с, А Е = 0,60 мм/с. Сравнение плошалей спектров Ее (И) и Ее (Ш) является ос- 
новой количественного определения. Для широкого практического применения этого неразру- 
шающего экспрессного и надежного метода в фармации целесообразно использовать отечест- 
венные гамма-резопансные спектрометры (см. электронное приложение). 

Экологическая обстановка обусловливает необходимость изучения элементного состава 
приропных объектов в системе человек — окружающая среда в различных биогеохимичес- 
ких провинциях. Например. лекарственные растения — важнейшие объекты экологического 
мониторинга железа. Срели более 100 исследованных вилов лекарственных растений желе- 
зо содержится в большинстве из них и является элементом. способпым к активному комп- 
лексообразованию. Железо может присутствовать в лекарственном сырье в виле различных 
комплексов с углеводами, алкалоилами. полифенолами и другими биоструктурами. Однако 
значительная часть желсза может находиться и в виде неорганических солей. проявляюих 
негативное действие на живой организм (см. гл. 8.5). Большое распространение и биогеохи- 
мичсская активность железа позволяют рассматривать сго в качестве гигиенического критерия 
состояния окружающей среды. При распределении в биосфере максимальное количество же- 
леза попадает в почву, где происходит трансформация исходных форм. Железо, поглощенное 
растениями, передается по трофическим цепям. Степень его утилизации определяется коп- 
центрацисй и структурой железосодержащих соединений, что может служить биоиндикатором 
при провелении мопиторинга за состоянием окружающей срелы. Достоверным является факт 
преимуществениого поступления железа в растения (при корневом питании с возможностью 
сильного захвата элемента листьями) в виде ионной формы или транспорта через мембраны в 
виле комплексов с вешествами-переносчиками — сидерофорами. Методом ГРС были получе- 
ны належные сведения о структуре и трансформании железоорганических комплексов в почве 
‘комплексов железа с гуминовыми и фульвокислотами). 


6.4.4. Спектрометрия ядерного магнитного резонанса. 
Применение комбинированных систем ВЭЖХ-ЯМР 
и ВЭЖХ-ЯМР-МС в метаболомике и метабономике 


..комньютеры бесполезны. 
Все. что они могут мам дать. 
это ответы на наши вопросы». 
П. Пикассо 


Информационная эффективность метода ЯМР составляет тысячи бит. Определение любо- 
го токсиканта — систематический процесс, включающий последовательное продвижение от 
менее специфичных к более сиспифичным методам. Не существует такого метода, который 
служил бы тестом для всех образцов везде и всегда. Выбор конкретного метода анализа опре- 


510 Глава 6 


лелястся многими факторами (см. гл. 5). Спектромегрия ЯМР относится к наиболее специ- 
фичным методам. Олнако вссгла возможны ложноположительные и ложноотрицательные ре- 
зультаты. С другой стороны. чем больше проводится тестов, тем меньше вероятность ошибки. 
«Может ли спектральный анализ быть ‚правдивым“? Физические процессы. сопровождающие 
возбуждение спектра и его регистрапию, происходят в мире. зле нет такого понятия... Толь- 
ко математическая статистика — гарант „правдивости“, знак качества результата анализа». — 
нанисал К. Дерффель в своей знаменитой книге «Статистика в аналитической химии». 

Спектрометрия ЯМР (ММВ) дает возможность получить детальную информацию на атом- 
ном уровне в сочетании с пониманием свойств целых молекул. Метод ЯМР-сиектрометрии 
являстся одним из самых мощных инструментальных методов, доступных химико-токсиколо- 
гической лаборатории. Метод служит для молекулярной идентификации. оценки деталей мо- 
лекулярной структуры. установления конформаций и исследования молекулярной динамики. 
Большинство ЯМР-спектрометрических исследований было выполнено лля идентификации 
структуры относительно небольших химических молскул, например углеволов. ЯМР высокого 
разрешения позволяет охарактеризовать индивилуальные компоненты в химических смесях и 
биосрелах. Этим методом можно опрепелять трехмерные структуры белков. исследовать слож- 
ные биологические матрицы (например, биологические жидкости), идентифицировать поли- 
морфные соединения (твердофазная методика). Принципы и технология ЯМР лежат в основе 
широко лоступного теперь метола клинической лиагиостики. 

Способность ядер некоторых атомов, имеющих магнитный момент, поглощать электромаг- 
нитгнос излучение. когда они находягся во внешнем магнитном поле. лежит в основе ЯМР 
Этот инструментальный метол позвойяег определять парамагнитные атомы (примером могут 
служить! Н, “С, “№, 70, Р, “В, 92). Теория ЯМР спектрометрии подробно описана во многих 
учебниках. монографиях и обзорах. 

Информативная ценность спектромегрии ЯМР 'Н базируется на том. что протон в зависи- 
мости от электроиного окружения поглощает излучение различных частот. так как в разной 
степсни экранирустся магнитными полями элсктронов н ядер. Смещение резонансной частоты 
поглощения под влиянием электронного окружения называется химическим сдвигом. который 
измеряют в безразмерных миллионных долях (м. д.) относительно выбранного стандарта 
тетраметилсилана (СН. ),51] (ТМС). Химический сдвиг ядер 'Н принят равным нулю. Ядра ато- 
мов. прелставляющие интерес в токсикологических исследованиях, представлены в табл. 6-58. 
Обычные изотопы углерола и кислорола. РС и КО. ие имеют магнитных моментов (магнигны- 
ми свойствами обладают ядра. в которых сумма протонов и нейтронов равна нечетному числу) 
и не дают ЯМР-спектры. Ядро ‘Н, или протон. имеет самую высокую относительную чузстви- 
тельность (после радиоактивного изотона трития °Н). Изотоп С полезен для характеристики 
углеродного скелета органических молекул. Естественное содержание С составляет прибли- 
зительно 1,1%, поэтому шанс обнаружения двух ядер "С в одной молекуле равен приблизи- 
тельно 0.01%, что значительно упрошает интерпретацию спектров. Поэтому в большинстве 
случасв ЯМР фокусируется на 'Н и °С. Ялро Е почти столь же чувствительно. как ядро 'Н 
(приблизительно 83%). ЯМР "Е сисктрометрия используется в изучении метаболизма фтор- 
солержащих соединений. Ядра '°М и "Р важны лля определения структуры белка после его 
обогашения изогонами и как срелство при исследовании различных фосфорилированных мо- 
лекул, включая изучение метаболических процессов іп у№о. ЯМР ?Н, как и ЯМР 'Н (ПМР). 
используется в метаболомических и метабономических исследованиях. анализе жилких крис- 
галлов, ЯМР '“ — в химни гегероциклов и ЯМР Ма — при изучении пропессов, связанных 
с внутри- и внеклеточными ионами натрия. Другие ядра, такие как 51. '°5п, Ҳе, "Рі и 
"Не, также находят применение в области судебной химии. криминалистики, биоэлементо- 
логии и экологии. 


Таблина 6-58. Характеристика ядер атомов. представляющих иитерес лля ХТА 


Ядра Спиновое число Естественное ЯМР- М Сравинтельнзя 
| | содержание. % | МГи | чувствительность 
“С 0 98/99 – | — 
"о 0 >99 — — 


ТА 1/2 | 99.98 600.00 1.00 
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Окончание табл. 6-58 


"Н 1/2 0.06 39.98 1.21 

ыс 1/2, т. 150.86 1.59-10-? 
"м 2 0.37 60.80 1.04.10 
Е 1/2 100,0 564,46 8.30.10! 
>51 1/2 4.7 119,19 7.84.10 
1р 1/2 100.0 242.88 6.63-10-? 
Н 1 0.015 92.10 9.65-10—* 
эм 1 99.6 343.34 1.01:10-' 
Ма 3/2 100.0 158.71 9.25.10-? 
“С 3/2 75.5 358,79 4.70-10-* 
"О 5/2 0.037 81.34 2.91.10? 


Кажлый сигнал в спектре ЯМР 'Н (ПМР) характеризуется тремя параметрами: величиной 
химического сдвига, интенсивностью и величиной коисгаиты спин-спинового взаимолейс- 
твия. Резонансные линии кажлого ядра могут быть расщеплены из-за спин-спинового взаимо- 
действия. которое обозначается символом Ј. измеряется в герцах и не зависит от наблюдаемой 
частоты. Константа спин-спинового взаимодействия Ј характеризует расстояние межлу рас- 
щепленными линиями и являстся важнейшим параметром ЯМР-спектра. Существуют специ- 
альные таблицы данных со значениями химических сдвигов и различных спин-спиновых рас- 
щеплений, которые используют при интерпретации спектров. Мультиплетность — это число 
сигналов, обусловленных спин-спиновым взаимодействием, которая зависит от числа прото- 
нов п у соседних атомов и определяется по формуле М = п + 1. 

В ЯМР ‘Н (ПМР) магнитное поле заставляст атомы водорола в молекуле ориентироваться 
в определенном направленни. Для получения спектра с высокой разрешающей способностью 
создаваемое магнитом поле должно быть гомогенным по всей поверхности образца в датчике. 
При этом резонансные частоты пля всех иротонов в молскуле булут разными. так как зависят 
от молекулярного окружения ядра. Взаимосвязь между резонансными частотами и молску- 
лярным окружением дает возможность судить о структуре анализируемого вешества. Спектр 
ЯМР прослеживается на двухмерной координатной оси х/у. Оценивая прогонный сисктр ЯМР. 
можно определить плошаль под каждым пиком, которая указывает число ядер. совершающих 
переход, и число имеющихся протонов. Т.е. возможен количественный анализ. 

ЯМР "С даст возможность определить число атомов углерода и их относительное располо- 
жение в молекуле. "С является изотопом более распространенного С. Для судебно-химичес- 
кого анализа и метабонических исследований (см. гл. Зи ниже) используются дополнительные 
молификации ЯМР. Для детального анализа соединений в биологических жидкостях приме- 
няется лвухмерная (20) ЯМР-спектрометрия. которая прелоставляет корреляционную инфор- 
мацию. показываюшую взаимосвязи резонансов ялер различных атомов в молекуле. Анализ 
данных 20 отвечает на вопросы: соответствуют ли резонансные пики протонам отдельной или 
разных молекул; расположены ли протоны близко друг к другу в молекулах; расположены ли 
протоны близко друг к лругу в пространстве; можно ли соотнести конкретный резонанс или 
мультиплет резонансов к конкретиому протону в сосдинении. 

Сушесгвует много разных вариантов 20 ЯМР-анализа, и полученные резульгагы зависят от 
того, каким из них был проведен анализ. Одним из наиболее распространенных 20 ЯМР-ме- 
толов являстся корреляционная сисктроскония (СОптеаіса $ресігоѕсорү — СОЅҮ). с помошью 
которой получаются перскрсстнысе пики для двух ядер. Например, кросс-пикн показывают, что 
два протона находятся в одной и той же молекуле. Эта информация дополняет данные, полу- 
часмые в варианте 10 ЯМР-спектрометрии. 

Другим распространенным видом 20 ЯМР-мстодов является ядерный эффект Оверхаузс- 
ра (Мисеаг Оустацзег ЕЙесё Зресгозсору — МОЕ$У). В этом случае интенсивности кросс- 
пиков больше зависят от расстояния между парой взаимолействующих ядер в пространстве, 
чем от структуры молекул. Поэтому метод МОЕЅҮ применяется в основном для определения 
отдельных протонов или метильных групп. Метод МОЕЅҮ дает информацию о конформации 
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молекулы и явяястся ключевым элементом при опрелелении с1рукзуры молекулы. например 
структуры белков в растворах. 

Третий тип 20 ЯМР-методов связан с разными видами ядер, например, резонанс ГС с рс- 
зонансом 'Н. Чаше применяется вариант этого метода — НЅОС (Наегопиеаг Зтее-Оиалит 
Соћһегепсе), который коррелирует спектр 'Н со спектром С. 

Итак, корреляционная сисктромстрия (СОЅҮ) измсряст взаимодсйствис протон-протон 
(Н —!Н). а спектрометрия ядерного эффекта Оверхаузсра (МОЕЅҮ) — взаимодействие прото- 
нов. которые нахолятся близко друг к другу. но не обязательно на соседних атомах. Нолучен- 
ные спектры СОЅҮ. МОЕЅҮ и НЅОС болес трудны для интерпретации и требуюг специальных 
зианий, однако значительно информативнее метода 10 ЯМР. 

Метод ЯМР, обеспечивающий возможность определять трехмерную ориентацию некоторых 
индивидуальных атомов молекулы. позволяст непосредствсино установить структурные изоме- 
ры. Однако степень такого рода информации обычно требуется в тех случаях. когда никакую 
другую информацию нельзя получить с использованием других инструментальных методов или 
когда нет основного аналитического стандарта для нодтверждения присутсгвия определяемого 
ненества. Например, два энаитиомера лают илентичные ЯМР-сисктры в нехиральном раство- 
рителе. С помошью хирального парамагнитного реактива или хирального растворителя можно 
идентифицировать энантиомеры. 

В сулебно-химическом и криминалистическом анализе наркотиков ЯМР — один из арбит- 
ражных методов, с помошью которого можно получить уникальную информацию о структуре 
неизвестного вешества или сто идентифицировать. установить различия между основной и 
солевой формой аналита. 

ЯМР-спектрометрия применяется главным образом для идентификации молскулярной 
структуры очищенных веществ. Для химичсских образцов органической природы обычно ис- 
пользуется разбавленный раствор в полностью дейтерированном растворителе: хлороформ-9. 
димстилсульфоксил-49. лимстилформамид-4, пиклогсксан-8 или ацетон-9. 

Паиболсс значимое отяичис между исследованиями биологических жидкостей и исследо- 
ваниями смесей органических сосдинений в химических реакциях является присутствие воды. 
содсржашей протоны. Кроме того, в биологических жидкостях даже основные метаболиты 
обычно находятся в миллимолярных концентрациях. поэтому при анализе таких объектов важ- 
но подавить резонанс воды и использовать чувствительный спектрометр. Существует много 
способов для подавления резонанса воды или других растворителей, содержаших протоны. 
Один из них заключается в следующем. Биологические образцы, которые в значительной сте- 
пени включают Н,О, лиофилизируют с послелующим добавлением Ю,О, однако такой подход 
может привести к значительным потсрям аналита. Поэтому вначале к образцу лобавляют не- 
большое количество Ю,О и затем подавляют резонанс воды. Несмотря на то что лиофили- 
зированис и растворение образцов в 0.0 занимают миого времени, они могут существенно 
улучшить предел обнаружения и представить более полные данные о метаболитах, имеюших 
близкие к воде резонаисные пики. 

Некоторые физические характеристики биологических жилкостей (вязкость образцов, со- 
держание белков. солей. жиров) влияют на вил ЯМР-спектров. Высокая вязкость растворов. 
присутствие белков и жиров, химические взаимодействия с образованием макромолекул могут 
привести к расширению резонансных линий, затрудняющих количественный анализ. Адек- 
ватная пробополготовка исследуемых образцов перед снятисм ЯМР спектров кардинальным 
образом влияет на их качество и в конечном счете на информативность метода. При исслело- 
вании биологических жидкостей хорошие результаты получают, если используют ТФЭ или не- 
посредственное присоединение ЯМР-спектромстра к системе ВЭЖХ. Современные мстолики 
позволяют иивслировать подобные трудности для многих образов. 

Сравнительные анализы биологических жидкостей. которые обычно являются задачей ме- 
табономики (см. гл. 3 и пижс), требуют постоянства значений рН среды. Особенно это важно 
для образиов мочи, так как ее рН может широко варьировать, но и для других типов образиов 
колебания рН могут значительно влиять на резонансные пики. При интоксикапии отмечают 
значительные изменения рН биосрел, особенно мочи. из-за нарушений механизмов регуляции 
рН. Для подавления изменений РН в образие добавляют высококониентрированные буферы, 
не содержащие протонов, такие как натрия фосфат. Биологические образы обычно содержаг 
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высокие кописитраџии солей. что снижает чувствительность метола ЯМР. поэтому, как пра- 
вило, для стандартизации уровня рН добавляют 300—400 ммоль фосфатного буфера. Однако 
образцы, содержащие высокие концентрации фосфатов и органических соединений. представ- 
ляют собой идеальные условия для роста бактерий. в связи с этим добавляют еше и антибакте- 
рнальные средства. Обычно используют апротонные вешества. например натрия азид. 

Почти все современные спектрометры. применяемые для установления химических струк- 
тур. основаны на суперпроволимости магнита с операционной частотой (лля 'Н наблюлений) в 
лианазонс от 200 ло 900 МГи. Разрешение и обнаружение улучшаются с увеличением силы маг- 
питного поля. Наиболсе распространены частоты 200. 250, 270) и 300 МГи. Начиная с 2003 г.. 
все болыпе лабораторий используюг ЯМР-спектромстрию с частотой 400—600 МГц. Более 
высокие частоты наблюдения (700, 750. 800 и 900 МГи) применяются в спепиализированных 
исслелованиях, главным образом при опрелсяенин структуры белка и других биополимеров. 
Сочетание математического апоритма Фурьс-прсобразования с ЯМР-сиектромстрией (см. 
6.4.2.) лало возможность использовать двухмерную и лаже трехмерную ЯМР-спектрометрию. 
что улучшило чувствительность метода. сократило время анализа. позволило коррелировать 
химичсскис сдвиги ЭС, или "Ри ІН. 

ЯМР-спеклрометры, очень дорогостоящие приборы. генерируют сильное магнитное полс, 
которое способно. например. разрушить зашифрованные данные крелитной карточки. Для 
интериретаиии получаемых двиных требуются специалисты высокой квалификации. 

Главным компонентом ЯМР-спектрометра является сверхпроводимый магнит сильного 
поля. Образеи растворяется в лейтерироваином растворе и затем поступает в длинную цилип- 
длрическую стеклянную трубку. обычно имеюшую диаметр 5 мм. Трубка помешается в латчик 
ЯМР, нахолящийся вблизи от центра магнитного поля. 

Обнаружение и илентификания малых количеств аналита в очень сложной биологической 
матрице со многими потенциальными взаимосвязанными переменными являются трудной за- 
лачей. Ч ЯМР-спектрометрия высокого разрешения позволяет реншть подобную задачу. 

Начиная с 2002 г.. активно развивается метабономика — новая технология количественного 
измерения линамического мультипарамстрического метаболического ответа живых систем при 
патофизиояогических или генетических изменениях (см. гл. 3). Изучение динамического и 
зависимого от времени профиля метаболитов т ммо уже сегодня приносит полезную инфор- 
мацию. Токсические эффекты. генетические и соматические заболевания могут проявляться 
нарушением синтеза некоторых белков. однако в конечном счете происходит изменение уп- 
равления биохимическими процессами. что отражается на соотношенни концентраций многих 
энлогенных вешеств в потоках биологических жидкостей. Нарушение линамического равиове- 
сия в биологических жидкостях организма, вызванное заболеванием или интоксикацией, из- 
меняст их качественный и/или количественный состав. Для установления факт происходяших 
изменений необхолимо в плазме крови, моче или желчи оирелелить одновременно множество 
метаболитов в широком диапазоне кониситраннй. При этом используют образцы как после 
типовой пробонодготовки. так и без предварительного выделения. 

Кажлая биологическая жилкость. анализируемая методом 'И ЯМР-спектромегрии с час- 
тотой 800 МГи. имеет свой характерный спектр (отпечаток пальша). что делает возможным 
идентифицировать нарушение метаболических профилей не золько в крови или моче, но ив 
извлсчениях из ткани и клеточных суспеизиях. С этой целью используют специальные ком- 
пьютерные программы для провеления анализа основных компонентов (АОК) и классифици- 
руют образцы согласно их ЯМР спектральным профилям. В настоящее время эффективный 
способ извлекать значашую метабономическую информацию состоиг в комбинировании ЯМР- 
спектрометрии высокого разрешения определяемой биологической жидкости с мультинариан- 
тными метолами статистики. Основные компоненты (ОК) — новые переменные. созданные 
от линейных комбинаций стартовых спектральных занных так, что каждый носледуюший ОК 
имеет определенное отличие от прелылушего. причем. первый ОК в сравнении с другими 
имеет разницу в наборе ланных в наибольшей степени. Участок первых двух или трех ОК 
дает лучшее прелставление о разновилности набора данных в двух или чрех измерениях. Та- 
ким образом. создаются карты ОК . которые могут визуально отразить поведение образцов 
под влиянисм любого ксенобиотика. «Рисунок» ЯМР-снектра биологической жидкости или 
образпа ткани определен его метаболическим профилем. Это достаточно простой подход для 
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научных исследований. Однако в условиях иролскания биохимических процессов іп уѓӯо все 
значительно сложнее. поскольку эффекты, вызванные генстнчсской модификацией, болезиью. 
пищей, образом жизни, действием введенного препарата. развиваются в режиме реального 
времени. Для решения подобных многофакторных задач разработаны (и активно разрабатыва- 
ются) автоматические методы классификации метабономичсских данных. на основе которой 
строится математическая молель. прелсказывающая правильный выбор класса для каждого 
образца. Расчетные даниые сравнивают с экспериментально полученным ЯМР-метаболичес- 
ким профилем. Метолика позволяет количественно описать статистические границы, которые 
характеризуют кажлый класс образца в терминах их метаболических профилей. и отличить 
образцы, когорые нс принадлежат ин к одному из классов. Образеи может приналлежать как 
единственному классу. так и многим классам. Построив исчерпывающий ряд молелей, мож- 
но предусмотреть классификапию ляя широкого диапазона биообъектов. В настояшее время 
благодаря возможностям такого пояхола установлены биомаркеры токсических повреждений. 
вызванных рялом ксенобиотиков. генетических поврежнений. нежслатсльных побочных эф- 
фектов лекарственных препаратов и пестипилов. а также фенотипов (метаботинов). сформи- 
рованных в результате взанмодействия генотипов с внешней средой. 

Как уже огмечалось, метаболическое профилирование непосредственно не связано с изучс- 
нием метаболизма ксенобиотиков (см. гл. 3). Олнако метаболические исслелования применя- 
лись и для объяснения влияния первичных и вторичных продуктов мстаболизма ксснобиоти- 
ков на человека. Например. при ЯМР-исслеловании мочи и плазмы крови были обнаружены 
мстаболиты, образование которых связано с токсичсским действием хлорила ртути, гидразина 
и ряда антибиотиков (см. ниже). 

С помощью ЯМР-анализа были расшифрованы и уточнсны многие метаболические про- 
цессы — от биосинтеза коферментов в микробах и регуляции метаболизма глюкозы у млеко- 
питающих до реакций переноса метильной группы в структуре метаболита при токсических 
поражениях печени (рис. 6-137). 

Следует отметить. что ни одним из инструментальных методов исследования нельзя полно- 
стью показать всю сложность структуры метаболома у прокариот или эукариот. Это зависит от 
генетической изменчивости, тканевого и клеточного разнообразия. качества питания и огром- 
ного числа разнообразных молекул. которые включает в себя метаболом. Аналитики всегда за- 
нимались спенифическими исследованиями инливидуальных вилов (например, гистамии или 
АТФ) или классов молекул (например. аминокислоты или нуклеотиды), олнако цель метабоно- 
мики состоит в установлении полного набора малых молекул. присутствующих в биологической 
жилкости. В коние 2002 г. в базе ланных КЕГГ (КЕОС. см.гл.1. муу. репоте.аа.јр/Ккерр/) на- 
считывалось более 10) (00) соелинений. #000 из которых имели молекулярную массу 30—1500 Д. 
Многие соединения молекулярной массой 1000—1500 Д являются пептидами и конъюгатя- 
ми кофермента А. Среди сослинений молекулярной массой менее 1500 Д большинство нахо- 
дятся в интервале 100—600 Д. К тому же многие макромолекулярные структуры (например. 
мембраны) состоят из плотно. но динамично связанных небольших молекул. Поэгому задача 
аналитика состоит в том. чтобы лостуиными меголами определить качественные изменения 
метаболитов. различающихся молекулярной массой, поляризапией. зарядом, устойчивостью. 
Еще олна сложность состоит в нсравномериом расиредслении метаболитов различных всшеств 
(например. глюкозы или стероидных гормонов) в биологических жилкостях и тканях. Поэтому 
растет популярность комбинированного метода ВЭЖХ-ЯМР при идентификации компонентов 
биожидкостей. Миниатюризацня анпаратуры и возможности измерения пикомолярных коли- 
честв образца привлекают в настоящее время большое внимание. Уже существуют экспери- 
ментальные системы ВЭЖХ-ЯМР, соединенные с Фурье-преобразователем. ИК- и масс-спек- 
трометрометрами. В будущем такие системы далут возможность анализировать смеси лобавок 
полимера или идентифицировать іп муо неизвестные компоненты, не изолируя их в инливи- 
дуаяьном виле. 

Опрелеленис компонентов в сложных биоматрипцах проводят в объединенных аналитичес- 
ких системах ВЭЖХ-ЯМР-МС, что лает возможность быстрой полной и належной молекуляр- 
ной идентификации. Схема ВЭЖХ-ЯМР-МС привслена на рис. 6-13. 

Длина и направление капиллярных трубок к этим спектрометрам могут быть отрегули- 
рованы так. чтобы или ЯМР-спектрометр. или масс-сиектрометр сначала обнаружил элюат. 
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Рис. 6-137. 800 МГи 'Н ЯМР-спектры типичного образна мочи человека. Последовательные горизон- 
тальные и вертикальные расширеиия спектра иллюстрируют сложность биохимического профиля. Вер- 
гикальная стрелка указывает на незначительный пик от аксиальной метильной группы желчной кислоты. 
Методом 'Н ЯМР-сисктрометрии можно обнаружить очень тонкис изменения в минорных метаболнтах 
Са; Апаіухіѕ о Огорѕ ата Ровонх. Гопдоп. 2004). 


Например. масс-спектрометр может помешать первоначальной илентификапии 2 ЯМР-сиг- 
нала, илушего от опрелеляемого образна. Поэтому ЯМР-спектрометр размешают перед масс- 
спектрометром. 

В настоящее время существует несколько методик. позволяющих использовать системы 
ВЭЖХ-ЯМР. Самая простая из них — обнаружение нешеств во ЯМР-спектрам в режиме ре- 
ального времени как непрерывного потока хроматографических пиков элюата. Однако практи- 
чески для обнаружения используются только Н или “2 ЯМР-спектрометры. 

Другой распространенный полхол — сохранение частей элюата в капиллярных петлях лля 
более позлнего автономного изучения ЯМР-спектра (выбор пика). Кроме того. поток может 
быть приостановлен в коротких интервалах времени при пропускании сго через ячейку ЯМР 
{«разрезание» времени) аналогично использовзнию диолдного множества УФ-латчика (см. 
гл. 6.4.2.1). Такая метоликн позволяет получить снекгры от различных частей пика. «Разрс- 
зание» времени наиболее полезно. если разлеление происхолит нслостагочно и трулно опре- 
зелить времена удерживания. В современных приборах возможен полностью автоматизиро- 
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Рис. 6-138. Схема оборуловапия для ВЭЖХ-ЯМР-МС-исследования. 
Толстые аннин — движение потока: тонкие линии — электронный контроль и сигналы данных. 


ванный анализ ирн контроле программного обеспечения. Автоматизированный апализ может 
быть прностановлен в любое время с возвращенисм к «ручному» контролю. 

С помощью систсмы ВЭЖХ-ЯМР-МС можно получить ценные масс-спектрометрические 
данные, которые в дальнейшем будут использованы для оптимального выбора пиков и их 
ЯМР-анализа. Так. например, можно установить фрагменты гидроксилированного метаболита 
или глюкуронида токсиканта. ЯМР-сиектры биологических образцов (биологических жилкос- 
тей) чрезвычайно сложны и содержат много тысяч резонансных ноглошсний. Получить макси- 
мальную информацию ог сложных спектров можно при использовании машинных методов на 
основе данных специальных матсматических приемов — мультивариаитной статистики. 

Прелел обнаружения и количественный анализ вешества занисят как от природы определя- 
емых молекул, так и от класса техиической сложносги оборудования (например. разрешения 
соответствующего ЯМР-спектрометра). Интеграл резонанса в ЯМР прямо пропоринонален 
количеству соединений в ЯМР-образие. Прелелы обнаружения современных ЯМР-спектро- 
метров ограничивают определение метаболитами с концентрацией > 0.1 мМ. Предел обна- 
ружения в метоже ВЭЖХ-МС зависит от концентрации, стенени ионизации компонента и 
технологического приема исследования иона (см. гл. 6.3.5). С помошью современных систем 
можно обнаружить субпикомолярные количества вещества в | мкл образца. Фактором. огра- 
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ничивающим обнаружение ионов, являст- 

ся ионизация молекул в водном растворе 

Стенень ионизации для определенной мо- 

лекулы различается в разных образцах. На 

исслелуемый ион влияют солевые и буфер- 

ныс растворы. например ион натрия быс- 

з тро образует аллукт с кислородом, вызы- 

Обработка образца вая слвиг в молекулярном иоие от М + Н 

Буферизация, фильтрация. | (М + до М + Ма (М + 23). Ионизация 

стандартизация молекул можст быть полавлена другими 

| нонами при олновременном присутствии. 

Вес это должно быть проконтролировано 
и учтено при анализе. 

Сложная структурная организация кле- 

Растворитель, твердая фаза гок и ткансй представляет болыние труд- 

ности при исслелованиях метаболитов. 

Схсма проведения метаболических иссле- 

Хроматография дований прелставлсна на рис. 6- 139. Мно- 

= гие типы образцов требуют разрушения 


Моча, кровь. клетки, ткань 


Экстракция/дериватизация 


ВЭЖХ, гх клеток и тканей. центрифугирования. экс- 
тракции и коннентрирования. 

Нанример. лля исследования образиов 

Определение крови поворожденных вначале проволят 

ЯМР экстракиию крови с фильтровальной бу- 

МС маги; экстракт можно либо сразу иссле- 

довать в масс-сисктрометре. либо сиачала 

хроматографировать. а затем проводить 

Аав ных МС-анализ. Некоторые стадии могут быть 


укорочены в зависимости от типа образца и 
метода анализа. Прн исследовании биоло- 
гических жилкостей приготовление образ- 
па может включать добавление дейтериро- 
ванного буфера и внутренних стандаргов 
лля ЯМР. Фильтрованные жидкости также могут прямо исследоваться в масс-спектрометре. 
В любом случае полное качественное и количественное определение метаболитов в каком бы 
то ни было образие булет требовать одновременного проведения различных методов. Поэто- 
му применение той или иной аппаратуры для метаболических исслслований зависиг от цели 
исследования. в частности ог того. является ли задачей исследования полная характерисгика 
метаболической структуры данного образца или сравнительный метабономический анализ. В 
первом случас оптимальным являстся использование наиболее чувствигельных спекгромстров 
сильного магнитного поля и особых методик. В риле случаев для определения метаболитов 
< низким содержанием в пробе может потребоваться комбинированный мстол ВЭЖХ-ЯМР. 
Сравнительные метабономические исследования различных образцов. в которых конпентра- 
ции солей, белков, величина рН и другие параметры варьируют в ограниченной степени, могут 
троволиться с помощью сисктрометрз низкого поля. олнако при этом увсличивается обшес 
время исследования. Например. при 300 МГц обшее время исслепования для достижения нуж- 
юго уровня чувствительности увеличивается в 4.6 раза по сравнению с исследованием. прове- 
ленным нри 500 МГи. 

Кроме исследований мочи и плазмы крови, метаболические анализы также включают ис- 
слелование содержимого клегки. Используются различные протоколы. зависящие главным об- 
разом от того. направлен ли анализ на гидрофильњые компоненты клетки или липофильные. 
Налсжиые результаты получают после тверлофазной экстракиии аналитов. При этом повыша- 
ется чувствительность при определении нуклеозидов. нуклеиновых оснований и монофосфагов 
нуклеозидов, но количественные характеристики триглицерилов занижены (ниже контрольных 
значений). 


Рис. 6-139. Общая схема проведения метаболических 
исслелований 
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Метод ЯМР позволяет добиваться почти идеального спектрального разделения компонен 
топ. поэтому анализ смеси. как правило. не требует дополнительного хроматографирования. 
Однако если число компонентов очень большое или резонансные инки соответствуют больше 
метаболитам, чем основным компонентам, то используют комбинированный метод ВЭЖХ- 
ЯМР или ВЭЖХ-ЯМР-МС. Из всех хроматографических детекторов в настоящее время масс- 
спектрометры имеюг наибольшее значение для полно метаболического анализа. Это пронс- 
ходит благодаря быстрому развитию масс-спектральных технологий в последнее лесятилетие. 
Появление электросирейной иопизации расширило возможности МС при биологических ис- 
слелованиях; масс-спектры круиных и высокополярных молекул теперь можно обнаруживать 
либо прямо из биологических образиов. либо после разделения. например. с помошью ВЭЖХ. 
К тому же инструментальные метолы становятся мсисе объемпыми. а исслелования с примс- 
иением компьютерных программ открывают новые возможности. Эффективность масс-спек- 
трального детектирования при метаболических исследованиях связана ис только с высокой 
чувствительностью метода, по и с возможностью разделения метаболитов с помошью масс- 
спеклромстра в соотвстствии с молскулярной массой при минимальном разрешении 1 а.с.м. 
Таким образом, в зависимости от разрешения коикрстного масс-апализатора. количество но- 
лос (пиков) масс-спектра может варьировать в очеь широких пределах. Наложение пиков в 
масс-сисктрах происходит. если анализируемые соединения имеют одинаковую молекулярную 
массу и одинаковую молскулярную формулу (наиример. различные тексозы). Такие соедине- 
ния должны быть либо разделены хроматографически перед МС-анализом. либо подвергнуты 
тандемной МС-МС, Сеголвя существует много типов масс-сисктрометров. применяемых для 
метаболических исследований. 

Различные типы масс-спектрометров обсуждены в главе 6.3.5. из них важно выделить те. 
которые применяются при метаболических исследованиях. Методы ионизации АРІ и ЕЗ1 ис- 
пользуются лля перевода полярных метаболитов в масс-спектрометре из водных растворов в 
ионы газовой фазы. Как правило, многие гетероатомы и фупкиионильные грунпы (например. 
СООН и МИ.)}. которые солержит молекула. склонны к ионизации с помошью АРІ. Однако 
АРІ не позволяет произвести полную ионизацию вссх типов биомолекул. Ионизапию можно 
увеличить при добавлении некоторых летучих буферов к растворителю (вапример. уксусная. 
муравьиная кислоты. трифторуксусная кислота и ацетат аммония). Е51-МС — самый рас- 
пространенный метод исслелования биомолскул, который можно использовать с различными 
масс-анализаторами. такими. как квалруполь. ТоЕ (времяпролетный) или резонанс Фурье- 
преобразователь — ЕТ (см. гл. 6.3.5). Важно. что ТОҒ обеспечивает быстрое обнаружение спек- 
гров, высокую точность и разрешение. Олпако метол ТоЁ-МС имсег искогорые ограничения 
предсла обнаружения. которые зависят от природы соединений. 

Квалрупольные инструментальные методы из-за способности мониторировать ионы. ис- 
пользуя тандемную МС (МС-МС или МС?). па сегодняшний лень являются золотым стандар- 
том чувствительности и предела обнаружения. 

Метод ЕТ-МС имсст высокую разрсшаюшюю способность и дист четкие пики. Однако он 
сложен и применяется релко; понадобится время. для того чтобы ЕТ-МС стал методом выбора 
при метаболических исследованиях. 

Для определения метаболитов. облалаюших окислительно-восстановительными свойслиа- 
ми, в биологических образцах. таких. как нейромелиаторы, флавоноилы в плазме, энлогенные 
антиоксидаиты в илазме и метаболомы митохондрий. используются способы высокочувслни- 
тельного электрохимического детектирования в ВЭЖХ. В зависимости от структуры и природы 
конкретного метаболита чувствительность метода находится в пределах 5—10 пикограммов. 

Эффективность работы систем ВЭЖХ-ЯМР-МС можно полтвердить примером. В песколь- 
ких крупных медниинских центрах США был проведен анализ 62 метаболитов мочи. вклю- 
чаюших органические кислоты и аминокислоты, у пациентов, отобранных в групиы по оп- 
релеленным показателям. Метол дал количественные данные (с отклонениями < 15%) пля 
большинства метаболитов и лостоверно идентифицировал 105 из 108 больных с наслелствен- 
ными метаболическими заболеваниями. 

Метаболические маркеры. С помошью метаболических маркеров можно провести сравни- 
тельные количественные анализы изменений специфических метаболитов плазмы и мочи при 
действии токсикантов. Получены свеления о некоторых метаболических маркерах, илентифи- 
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Рис. 6-140. 400 Мги 'Н ЯМР-сисктр мочи при остром отравлении НЕСІ, (“соі АЛ. ег а1.. 2001). 
а — контроль; б — через 24 ч после ввслепия НЕСІ, в дозе 1 мг/кг; в — через 24 ч после ввсдения НЕСІ, 
в лозе 2 МЕ/КЕ. 


цированных при исследовании мочи и других биологических жидкостей с помощью ЯМР. На- 
пример. при изучении в эксперименте токсичности ПРСІ, набяюлают значитсльос повышснис 
содержания янтарной. молочной и уксусной кислот (рис. 6- 140). 

Кроме того. в образцах мочи обнаружсна повышсиная кописнитрация этанола. Полагают. 
что такая конпентрания этанола является следствием снижения активации алкогольядсгидро- 
геназы. Дифференцирующими метаболитами для определения степени токсического эффекта 
ртути являются валии, таурии. глюкоза и оксид триметиламипа (ТМАО). Послелний является 
общим биомаркером почечной гоксичиости и идентифицирустся при действии других нефро- 
токсикаптов (рис. 6-141). 

Важно отметить влияние кишечной микрофлоры на метаболические пронессы. Микробиый 
метаболизм очень изменчив. Кишечные бактерии обладают изменчивой восприимчивостью 
к лекарствам и токсикапуам. Участие кишечной микрофлоры в синтезе метаболитов мочи 
зависит от их природы. Как указано выше. ТМАО является общим биомаркером почечной 
токсичности. Кишечные бактерии играют болыпую роль в метаболизме метиламина. Образо- 
вание триметнламина (ТМА) из холина главным образом происхолиг с помошью кишечных 
бактерий. тогла как послелующее окисление в ТМАО иреимушественно происходит в печени. 
Образонаиие ТМАО являстся примером сложных метаболических взаимодействий. которые 
должны рассматриваться с пелью адекватной оценки результатов метаболомических анализов. 
У пациентов с хронической почечной пелостаточностью часто происходит чрезмерно быстрый 
рост кишечных бактерий. Это способствует пониженному пишевому статусу больных, особен - 
но нужлающихся в постоянном лнализе. По данным исследователей. в организме повышают- 
ся уровии диметиламина (ДМА) и сго канцерогенного метаболита — питрозодиметиламина 
(НДМА). Слеловательно. повышенный уровень ДМА и ИДМА в моче может служить мар- 
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кером действия почечпого токсиканта. Однако различные почечные гоксиканты по-разному 
влияют на рост кишечных бактерий, поэтому важно знать. как изучаемос сослинение реагируег 
с юинечной флорой. Пока затрузпитслыю ответить на вопрос. каким образом сопоставить 
уровень ДМА как маркера мегаболической активности кишечных бактерий и уровснь ДМА, 
зависяший от поступления холина из пищи и других источииков, которые могут служить пред- 
шественииками синтеза метиламина. 

При депрессии и лругих психических заболеваниях в моче обнаруживают фенилацетат — 
продукт катаболизма фенилаланина и фенилэтиламина. Уровспь фенилацетата и конъюгатов 
фениланетата может изменяться под действием оральных аптибиотиков. что подчеркиваст роль 
кишечных бактерий в метаболизме ксснобиотиков. 

Несмотря на мпогие вопросы, требующие ответа исследователей, и несовершенство апали- 
тических технологий. метабономический анзлиз произвел революционный прорыв в медини- 
пе, и в частности в токсикологии и фармакологии. 

Еше одним примером служит иденгификация пироглутамата (5-оксопролииа) как маркера 
токсического действия нысоких лоз парацетамола ( №-ацетил-п-аминофенола). Накопление пи- 
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Рис. 6-141. 400 Мп: 'Н ЯМР-спектр мочи крысы после введения полипропиленимина в дозс 20 мкл/кг. 
Нижний спектр — преддозовый (суточный) контроль: зругие спектры — через 8—15 ч соответственно 
после введения полипропилснимина (ОзШапа К. с а1., 2000). 
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роглугамата несомненно связано с метаболизмом серосолержаших амипокислот, так как про- 
цесс может быть остаповлеи введенисм мегионина, который опосредованно используется орга- 
низмом как сульфатиый и пистепповый конъюгат параистамола (см. гл. 4). В 'Н ЯМР-спектре 
мочи были обнаружены резонансные характеристики обоих конъюгатов. а также парацетамола 
глюкуронила. Таким образом. было показана. что 5-оксопролинурия является следствием ис- 
лостаточного количества серосодержаших амниокислот. Наблюдения показывают. что 5-ок- 
сопролинурия также может быть биомаркером других химических агентов, которые снижают 
солержание серосодержащих аминокислот. 

Недавние исследования с помошью снслсмы ВЭЖХ-ЯМР образиов мочи люлей. подвергав- 
шихся хроническому произволствениому отравлению гептилом (ракетное горючее} в течение 
нескольких месяцев. показали повышение уровия 2-аминоадипата. В-аланина. цитруллина, 
\-а-апстилнитруллина и аргининсукцината, что можно считать обнаружением биомаркеров 
токсического эффекта несимметричного диметилгилразина (рис. 6-142) (см. гл. 1р). 

Малотоксичные всшества могут вызывать временные нарушения мстаболизма без нанесе- 
ния большого вреда ткаиям и органам. но прибор зафиксируег метаболический профиль. от- 
личающийся от принятой нормы. Поэтому интерпретировать результаты анализа необходимо 
с учетом наиболее полной информации о пацисите или погерневшем. 

В ближайшее время благодаря иовым технологияя число уникальных биомарксров булст 
значительно увеличено. 

Определение концеитраний основных метаболитов является ислью метаболических анани- 
зов. олнако не менее важным и вполие ниформативным может быть изучение того или иного 
метаболита в условиях копкретного организма іп мо. Такие анализы включают использование 
прекурсоров. мечепњых изотопами, и исследование образов определениых метаболитов. ме- 
енных изотопами. 
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Рас. 6-142. Использование системы ВЭЖХ — 500 Мгц 'Н ЯМР для идентификации метаболитов мочи. 
Образец исследовали через 56 ч носле последней интоксикации гептилом, или димстилгинразином 
%\ккмоКк АМ. м а|.. 2001}. Поясиение в тексте. 
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Соединения, похожие по структуре. но имеющие разный состав изотопов. называются 
изотопомерами. Использование стабильного изотопа "С, припимая во внимание его распро- 
страненность в природе (всего 1.1%). обеспечивает палежпость результатов анализа. Методом 
ЯМР-спектрометрии можно опрелелить расположение изотопа в изучаемом соединсиии. так 
как каждый изотопомер показывает опрелелснный ЯМР-спектр. 

Опрелеление состава изотопомера возможно с помощью как прямой одномерной. так и 
двумерной "С ЯМР-сисктрометрии. Н$ОС-сисктрометрия являегся более чувствительным и 
доступным для интерпретапни результатов методом. 

Для изучения метаболизма лейтерированных субстратов применяют Н ЯМР. Положитель- 
ная сторона этого подхода заключается в отпосительной легкости проведения исследопаний и 
низкого распространения дейтерия в природе по сравнению. например. с "С. Метол Н ЯМР 
может использоваться для апализа псченочиого метаболизма. 

При исследовании метаболизма 1- и О-[метил—Н ]метионина ([метил-О]мстионина} с 
помощью Н ЯМР (О ЯМР) іп уіуо можно проследить биотраисформацию того или иного 
изомера, используя специальную поверхностиую спираль. помешсиную на печень анестезнро- 
ванных крыс. При исследовании 1 -метнонина была обнаружена реакиия трансметилирования. 
приводящая к образованию |метил-0 |саркозина (рис. 6-143). что позволяет опрелелить актин- 
ность метионинадспозилтрансферазы и глицин-М-метилтрансферазы. 

В течение времени некоторые лругие метаболиты также становятся лейтерированными из-за 
действия ферментов, вовлечениых в процессы метаболизма. Одии из дейтсрироваиных сар- 
козинов окисляются в митохонлриях с помошью саркозинлегилрогеназы, в конечном счете 
препрашаясь в лейтернрованную воду, однако некоторос количество может экскретироваться 
Интересно, что апалогичиые исследования, в которых использован прекурсор лейтерирован- 
ного О-метионина, даян по существу такие же результаты. показывающие быстрое превра- 
щение Б- в [-изомер. Сравнение метаболизма 1- и О-|[метил-0О]метионима показало. что 
результаты могут меняться пол возлействием 
бензоата нагрия. ингибитора О-аминоокси- 
дазы. Преобразование О-метионииа в Ё-мс- 
тионин, в котором участвует этот фермент, 
сопровождастся обратным амипированием, 40—50 мин „СНО 


которое катализирустся ферментом глутами- 

пазой Н. Применяя такую техиологию, можно 
исслсловать эффекты специфичсских хими- 

ческих вешеств в метаболических путях. Было 30-40 мин М 
отмечено уменьшенис количества 1.-метнони- 

на при введении бензоатов. что. возможно, 

связано со снижением уровня глицина, так 

как последиий используется в этом случае лля 20-30 мин 
образования гиппурата из бензоата. Снижение 

уровня глицина уменышает его активность в 

реакиии образования глииии-М№-метилтранс- 

феразы, что опосрелованно велст к уменыис- 10-20 мин 


нию количества [.-метиолииа. 
Обнаруженные іп уімо с использованием 
метола поверхностной спирали лейтерирован- 
ные метаболиты печени были обнаружены и в 0-10 мин 
моче с помощью Е ЯМР. „НОО 
Классический аналитический подход к из- 
мерению метаболического уровия в биологи- 
ческих системах с использованием внутрен- 
них стандартон и построенисм калибровочных 25 20 15 10 5 -10 
графиков практически исприменим дли пол- ррт 
ных исслелований сложных мстаболомов. Для рус, 6-143. 500 Мги :Н ЯМР-сисктры биоптатов печс- 
автоматического анализа даниых при опре- ни крыс (К.Е, Гопдов ег аі... 1988). НОО — дейтериро- 
делспии метаболических характеристик были ванная вода; СНО — лейтсрированная груниа СН,. 


НОО 


ету сагооѕіте 
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разработаны специальные опознавательные компьютерные программы. коррелирующие ре- 
зультаты исслелований многоасиектного набора ланных (например. зпачения хроматографи- 
ческих времен удерживания. интенсивности масс- и ЯМР-спектров). Масштабы сокрашения 
времени получения массива лаиных огромны. С помощью метола ВЭЖХ-ЯМР-МС- ТОЕ в 
гечение 20 мин (со скоростью 5 спектров в сскунлу) можно создать 6000 характерных МС- и 
ЯМР-спектров, кажлый из которых включает болсе 50 000 точек. Залача состоит в том. чтобы 
выделить все реальные масс-спектральные и ЯМР- характеристики для болес 1000 потенииаль- 
ных метаболитов в каждой хроматограмме. Одним из способов визуализации и анализа дан- 
ных является создание контурных графиков. на осях которых указаны аналитические сигналы 
методов. Различия в контурах от образца к образцу отражают измсисния в мстаболических 
путях. При этом необходимо иметь информацию о том. какому (острому или хроническому) 
воздействию токсикапта подвергся обследуемый. В некоторых случаях краткосрочные измепе- 
ния метаболизма ири остром отравлении могут быть противоподожиы этим же изменениям. 
наблюдаемым у пациента при ллителыюм воздействии токсиканта. 

В клинической диагностике метаболических изменений применение комплекса ВЭЖХ- 
ЯМР-МС позволило определить липопротеины плазмы крови. Методом ЯМР-спектрометрии 
получили индивилуальную характеристику кажлого опрелеленного липопротеина согласно их 
разлелспию на линоиротеины высокой плотности, липопротсипы пизкой плотности (ЛИНИ) 
и липопротсины очень низкой плоскости. имеющих очень неболыиое различие межлу собой. 
которое заключается в разном диаметре фосфолинилного слоя в оболочках пипопротеинов. 
Исследования показали, что люди с повышенным содержанием триглицерилов имеют высо- 
кос сопержание липопротеинов. Богатые триглиперилами липопротенны инлупируют реакции 
пролукпни ЛИНП ненормальных размеров и увеличивают солержание холестерина. Тралици- 
оннымн метолами исслелования холестерина невозможно точно опрелелить количество ненор- 
мальных ЛИНИ и сопутствующий риск коропарных заболеваний. С помошью ЯМР-спектро- 
скопии можно точно опрелелить класс липопротеинов. что ласт возможность диагностировать 
и успешно лечить серлечно-сосулистые заболевания. Несмотря на то что эти исслелования 
проводились с клинической целью. с их помошью можно определить повреждаюшее лействие 
токсикантов, оказывакиних влияние на метаболизм липопротеинов. или мобилизацию глико- 
гена. стадии глюкогепсза и другис нроцсссы. происходящие в организме в режиме реального 
времени. 


6.5. ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТОКСИКАНТОВ 


Живые организмы построены из материн 
и приводятся в лвиженис энергией... 
С какой бы стороны мы пи подошли к биологии — 
со стороны ли материи или со стороны энергии — 
мы так или вначе ирилем к элсктропам. 

Альберт Сент-Дьерди 


Среди методов и срелств. которыми располагает современная аналитическая химия. элект- 
рохимические методы занимают олно из первых месг по частоте применения для решения про- 
блем охраны окружающей срелы и широко используются при анализе вод. почв. атмосферы, 
пищевых продуктов. а также биосубстратов человека. 

Электрохимические методы анализа — мстолы исследования растворов. основанные на 
изучении электрохимических свойств вешеств, помещенных в электрохимичсскую ячейку. 
Классификация элсктрохимичсских мстодов анализа представлена на схеме 6-2. Как вилно 
из схемы, к ним можно отнести и небольшое число метолов, в которых элсктролная реакция 
отсутствует. Измерение омического активпого сопротивления раствора электролита перемен- 
ному току (чаще говорят об обратной величние — эяектропроволиюсти). обусловленного опре- 
деленной подвижностью нонов в растворе, составляет сущиость коядуктометрии. Изменение 
электропроводности в процессе апалитической реакции. например кислотпо-основного взаи- 
модействия, осаждения и др., используют в кондуктометрическом титровании для индикации 
достижения конечной точки титрования. Если измерять полное сопротивление току высокой 
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| ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ | 


ЭЛЕКТРОДНАЯ 
РЕАКЦИЯ ЭЛЕКТРОДНАЯ РЕАКЦИЯ ПРОИСХОДИТ 


ОТСУТСТВУЕТ 


Кондуктометрия 


адм Под действием тока 

Высокочастотная Вольтамперометрия 

кондуктометрия Полярография 

(осциллометрия) Амперометрическое титрование 

Капиллярный Инверсионная 

электрофорез вольтамперометрия 
Переменно-токовая 
полярография 
Кулонометрическое титрование 
ЭЗлектрогравиметрия 


Схема 6-2. Классификация электрохимических метолов. 


частоты. то можно обойтись и без погружаемых в раствор элсктродов. Так поступают в метолс 
высокочастогной конлуктомстрии (и титровапни). Эго особенно улобно при работе с токсич- 
ными вешествами. В настоящее время полвижность ионов в электрическом поле используют 
для разделения смссей ионов, например, образусмых аминокислотами методом капиллярного 
электрофорсза (см. гл. 6.3.4.) 

В нотенциометрических методах измеряют величину электродного потенциала инликатор- 
ного электрола в отсутствие тока. которая зависит ог активности (концентрации) потсициал- 
определяющих ионов. Эта зависимость описывается уравнением Нернста. Метол широка при- 
меняют для определения рН растворов и биологических жидкостей, концентринии искоторых 
катионов и анионов (иономстрия), величины окислительно-восстаповительных потенциалов. 
а также конечной точки титрования. отвсчакипей моменту окончания реакции — моменту эк- 
вивалситности (потенииометрическое титрование). 

Метолы вольтамперометрии основаны на использовании явления поляризации рабочих 
электродов. когла концентрации ионов в растворе и у поверхности электрода вследствие элек- 
грохимической резкиин различаются и измерясмый потенинал электрода отклоняется от рав- 
новесного значения. предписываемого уравиеснием Нернста. Возникающий при этом ток — 
аналитический сигнал — называют диффузионным. 

В полярогрифии анализируемос вешество. соясржащес ионы мсгаллов или некоторые орга- 
нические соединения, облалающие полярографической активностью. подвергают элсктролизу 
па ртутиом капающем электроле. Типичный вил регистрируемой при этом ноляризационной 
кривой называстся полярограммой (см. далее). Потенциал полувопны является характеристи - 
кой вещества, а высота волиы — функцией концситрации. Связь величины лиффузионного 
тока с кониентрацией описывает уравнение Ильковича. Измерспие прелельного диффузион- 
ного тока используют также для нахожления копсчной точки титровапия в амперометрическом 
титровании. 

Чувствительность классической полярографии (1072—1072) можно повысить, используя 
способ инверсионной вольтамперометрии. Для этого слелы опрелеляемого вмиества (металла) 
сиачала кониентрируют в покояшейся капле ртути. а далее при аподном растворении этого 
металла регистрируют пик тока и определяют копцентрацию нонов металла. Более низких 
пределов обнаружения можно достичь, вилоизменив способы развертки потенииала, прилага- 
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смого к электрохимичсской ячейке, или регистрации возникающего элсктричсского сигнала. 
Эти сиособы используют в метолах переменно-токовой полярографии. 

Кулонометрия основана на опрелелении количества электричества. потребовавшегося для 
полного превращения электрохимически активного вешества. Этот метод относится к паибо- 
лее точным. поскольку измерения количества электричества и необхолимые расчеты по урав- 
нению Фаралея могут быть выпоянены корректно и с высокой точностью. 

Для антоматического подлержания необходимого режима электролиза используют спе- 
ииальные электронные устройства — потенпиостаты. Электролиз в кулонометрии можно 
проводить в двух режимах — при поллерживасмом постоянном токе или при постоянном но- 
тениизле рабочего элсктрола. что упобнее. Еше более широко применяют кулонометрическое 
титрование. в котором электролиз используют для электрогснерации титраитов. в том числе 
н нсустойчивых при обычных условиях. Это леласт кулонометрическое титропвание пригол- 
ным для определения широкого круга неорганических и органических соединений. В особых 
случаях. например. при определении меди. удается осушествигь полное электроосаждение 
металла в виле осадка на электроле и определить его массу взвентиванием (электрогравимет- 
рия). 

Далеко не все указанные на схеме 6-2 методы имеют равное значение при анализе токси- 
кантов в биологических средах или при исследовании смещений электролитических равнове- 
сий в биологических жилкостях под влиянисм токсического происсса. 

Далее приводится информация о наиболсс важных с точки зрения ХТА мстолах. 

Низкочастотная копдуктометрия. Схема измерспия электропроволности растворов приве- 
лена на рис. 6- 144. Раствор электролита — это проводник 2-го рола. т.с. раствор. в котором час- 
типы. переносяшие ток. являются ионами. При этом приниипнально важно, чтобы электроды. 
помещенные в раствор электролита. осушествляли только электрический контакт. Для этого 
платиновые электролы платинируют — покрывают тоичайшим слоем лисперсной платины. что 
увеличивает поверхность электрола. обеспечивает отсутствие поляризационных явлений и элек- 
трохимических превращений на нем. Рабогу проводят при перемениом токе частотой 1000 Ги. 
Сопротивление ячейки измеряют с помошью мостовой схемы. полключая ячейку Е к плечу 
моста 2 и уравновешивая мост сопротивлением соседнего плеча. Благодаря этому в момент 


Рис. 6-144. Схема эксперимента в конлукто- 
метрин н примеры кривых кондуктомстри- 
ческого титрования. 

| — ячейка с платинированными электрола- 
ми: 2 — мост переменного тока: 3 — ноль- 
инликатор; 4 — источник переменного тока: 
5 — бюретка (при осушествлении коплукто- 
метрического титрования); кривая титрова- 
ния НСІ (6) и смеси НСІ + СН,СООН (7) 
Расход титрана, мл ы раствором МаОП. 


Электропроводность, у.е. 
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равновесия моста через его измерительную лиагональ ток не протекает и измеряется истинное 
омическое сопротивление. 

Электропроводность — величина аддитивная И определяется подвижностью всех ионов, 
присутствующих в растворе, поэтому невозможно отличить один ион от лругого, т.е. анали- 
тическая избирагельность отсутствуст. Однако кондуктомстрию можио эффективно использо- 
вать, наблюдая за холом изменения электропроводности в процессе титрования. Изменение 
электропроводности раствора в процессе титровапия отображает кривая титрования (6). излом 
на которой отвечает конечной точке титрования — у;.,. Расчег результата выполняют далее по 
стандартным формулам титриметрии. Тилрование можно проводить в мутных и окрашенных 
растворах анализируемых токсикантов. можпо использовать н лругие реакиии. например. осаж 
дения [№,50, + (СН,СОО),Ва > ВаЅ0,4 + 2СН,СООМ:]. Особенность метода — возможность 
апализа смесей некоторых электролитов (см. гл. 8.6). например. сильной и слабой кислот (7). 
В этом примере у, отвечает конечной точке титрования НСІ. а разность у, — м, — СН,СООН. 

Высокочастотная кондуктометрия основана на измерении полной проводимости на часто- 
тах порядка десятков мегагерц. При таких частотах становится отчетливой роль молекулярной, 
или леформационной. и ориентационной поляризации. В первом случае пол действием высо- 
кочастотного поля происходит некоторое разобщение электрониого облака и ядер молекулы, 
появлястся наведенный липоль. Полярные молекулы в таком поле стремятся ориситировать 
свои липольные моменты влоль поля. Поляризация молекул в высокочастотном поле приволит 
к сушествениому изменснию диэлектрической и магнитной пропицаемости всего раствора. 
Изменсние этих параметров можно зафиксировать. если включить ячейку в колебательный 
копгур и регистрировать изменение тока в нем. как это показано па рис. 6- 145. Можно помес- 
тить ячейку с раствором между обкладками конденсатора (ячейка С-типа) или межлу витками 
катушки индуктивности (ячейка Р-типа). В любом случае это будет вариапт бесконтактной 
высокочастотной кондуктометрин, что являстся достоинством метода. Можно осушествлять 
и высокочастотное титрование, получая линейные кривые титрования. подобные рассмот- 
ренным выше. Следуст отметнть, что в высокочастотной кондуктомстрии измеряется полная 
проводимость раствора, складывающаяся из активной омической компоненты и реактивной 
составляющей, зависящей от емкости и индуктивности. Понятие «реактивная составляющая» 
отражает изменение фазы переменного тока. при сто прохождении черсз реактивный элемеиг — 
емкость или индуктивность. Итак. изменспие свойств раствора приволиг к изменению оми- 
ческоро сопротивления и его реактивной компоненты. Регистрируемая прибором их векторная 
сумма называется импедансом. 

В метоле высокочастотного титрования без нспосредственного контакта с раствором мож- 
но использовать очень многие аналитические реакции — кислотно-основиое взаимодействие, 


Рис. 6-145. Схема измерения высокочастот- 
ной проводимости растворов. 

| — бесконтактная ячейка (С-типа); 2 — вы- 
сокочастогный генератор: 3 — измеритель- 1 
ная схема; 4 — микроамнерметр; 5 — бю- 
ретка (для высокочастотного титрования). 
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и Рне. 6-146. Схема потенциомстрических 
измерений н ногенциомегряческого тит- 
рования. 


1 — ячейка; 2 — инднкагорный электрод; 

3 — электрод срависния; 4 — милливольт- 

метр (рН-метр): 5 — цифровой милливольт- 
а метр; 6 — бюретка (для титроваиия). 


3 
=: | 


эсажление. комплексообразованис. Окраска. мутность. агрессивность. токсичность раствора 
исследуемого соединения не имеют негативного практического значения. 

Потенциометрия и потенциометрическое титрование. Метод основан на измерении элект- 
ролвижушей силы гальванического элемента. составленного из помешениых в раствор иили- 
каторного и вспомогательного (сравиения) электролов. Электродвижушую силу в этом случае 
принято называть электрояным потепииалом. Он возникает как следствие эясктронно-нонно- 
то или ионообменного равновесия на поверхности раздела фаз электрод— раствор. Электролная 
реакиия происходит в отсутствие тока. не поддается иепосрелствениому наблюдению, но про- 
являет ссбя в элсктродном потсициале. Схема потенциомегрического эксперимепта приведена 
на рис. 6-146. 

В потенциометрии применяют металлические и ионоселективные индикаторные электроды 
«НСЭ). Металлические электроды (иначе называемые электролами 1-го рода) могут быть ак- 
тивные и инертные. Потенциал активного металлического электрола является функцией актив- 
ности его собственных ионов в растворе. Например. серебряный элскгрол работает на основе 
электронно-ионпого равновесия Аз” + ё <> Ар. Для него справелливо уравнение Нернста: 


Е = ЕЈ - 0.0591ва,... 


АЈ 
О 
где Е ой станлартный потенциал системы при активностях. равных |. 


В растворе. содержащем ионы СГ. потенциал начинаст зависеть от их концентраими. Это 
уже элсктрод 2-го рода, для которого: 


Е= Е? –0,0591ва,, 


АЗСКАЗСГ 
где СМЕЕ У. В 6, + 0.05912 К х.лкси а К; — произведение растворимости АёС]. Если кон- 
пентрацию ионов СГ иодлерживать постоянной. величина потенциала также будет оставаться 
постоянной. Соблюлая это условис, хлорилсеребряный электрод используют и качестве элек- 
трола сравнения. 

Ииергные металлические электролы являются линь переносчиками электронов от восста- 
новителя к окислителю и изготавливаются из благоролных металлов (Рї. Аи). Поэтому их по- 
тенииал зависит от соотношения активностей окисленной и восстановленной форм. Область 
их применения — потенпиомстрическос окислительно-восстановительное титровапие. 

Нонометрия. Большее прикладное значение приобрела прямая потенииометрия с ионосе- 
лективными мембрапными элекгролами (нонометрия с ИСЭ) лля опрелеления кониентрании 
ионов в растворе. Метод состоит в измерении потенциала ИСЭ и пахожлении кониентраиии 
по градуировочной зависимости. При концентрациях 10% М элсктрод утрачивает свою элек- 
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тродную фупкпию. В ИСЭ непременио иместся мембрана — полупронинаесмая перегородка. 
пленка. подобная внутриклеточным мембранам. Она отделяст внутреннюю часть ИСЭ от ана- 
лизирусмого раствора. С помошью электродов сравнения. помещенных во внешний анализи- 
руемый и во внутренний раствор. можно измерить разность этих потенииалов. которую назы- 
вают мембранным потенциалом. Потенпиал мембраны возникает вследствие существования 
равновесия иопиого обмена на се поверхности, проникновения ионов в фазу мембраны и пе- 
ремешения в ней. Сумму этих процессов, приволяших к возникновению потенциала мембраны 
Ем. например. при определении концентрации пона А“ в присутствии мешающего пона В”. 
описывает уравнение Никольского: 


0,059 


Ем = соп& + (ал + Кав“), 


2л 

ГДС 5,. =. — заряды ионов. АФ — коэффициент потенниометрической селективности (вилно, 

что чем меньше этот коэффициент. тем выше селективность ИСЭ к опредслясмому иопу). 
Мембраны могут быть: 

• пекристаллическими с жесткой матрицей (стекляпный электрод, использусмый для опреде- 
ления рН); 

• кристаллическими (лантаифторидный электрол на нон Е с мембраной из ГаЁ,, сульфидсс- 
ребряный электрод на ион $’ с мембраной из Ав.$, йодидселективный элекрод с мембра- 
пой из Аз, + Аё 1): 

* жилкостыми (раствор ионообмениика или нейтрального переносчика ионов в несмс- 
шиваюшемся с волой оргапическом растворителе, удерживаемом в пленке пористо- 
го полимера. например. кальцийселективный электрол с мембраной из поливинилхло- 
рида, пропитанного раствором доленилфосфата кальция в дноктилфенилфосфатс, или 
калий селективный валиномининовый электрод с 
мембраной на основе нейтрального перепосчика ионов — 5 
валиноминина. Жилкостные мембранные электроды при- 
обрели особое значение в биологических исследованиях. 

На рис. 6-147 приведена схема устройства стеклянного 

элсктрола лля измерения рН. Стеклянный электрод селекти- 4 
вен по отпошснию к ионам водорода. Потенциал возникает 
вследствие обмена ионов водорода с ионами шелочиных мс- 
таллов. обычно патрия, закрепленными в силикатной мат- 
рице. Конструктивно стсклянный электрол прелставляст со- 
бой топкостенную сферу Г. изготовленную из спепнального 
стекла, облалаюшего очень низкой иониой проводимостью. 
Если стеклянный электрод погрузить в испытуемый раствор, З 
то между внешней и внутренней поверхностью стеклянной 
мембраны возникиег разность потепиналов, измерение ко- 
торой и позволяет рассчитать рН. Конструкпия стекляпного 
электрода разнообразна. Часто его объединят в олно целое 
с электродом срависния и применяюг специальную коис- 
трукцию для уменьшения и стабилизации диффузионного 
потенииала. Обычно лля этого используют солевой мостик — 
узкую трубку. заполненную раствором КСІ. поскольку ионы 
К° и СЕ имеют приблизительно равные нонные подвиж- 
пости. Это обеспечивает минимизацию и постоянство лиф- 1 
фузионного потенциала. Стеклянный электрод ПОЗВОЛЯТ рус, 6-147. Схема устройства стек- 
измерять рН в интервале 1.0—10.0. В сильнокислой облас- „цоо электрода. 
ги появляются погрешности из-за уменьшения активиости | — рн -чувствитсльная мембрана 
воды, в сильнощелочной — вследствие проявления стеклян- из электродного стекла: 2 — внут- 
пым электродом катиоиной фупкции по отношению к при- ренний раствор: 0.1 М НСІ. на- 
сутствующим в растворе ионам щелочного металла. Извест- сышениый АСЕ 3 — внугренний 
пы конструкции стеклянных электродов лля измерений рН в элсктрод сравнения: 4 — стсклян- 
одной капле жидкости, в ее тонких пленках. В практической ная трубка: 5 — токоотвол. 
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работе более удобны изготовлясмыс из специального электропроволного стскла твердотельные 
стеклянные электроды. отянчаюшисся отсутствием внутреннего стандартного раствора. ИСЭ с 
иными мембранами имеют сходное устройство. 

В современные приборы встраивают микропроисссор (соответствующую функцию называ- 
ют тай). Это позволяет проволить настройку рН-метра по нескольким стандартным буфер- 
ным растворам (табл. 6-59). рН которых заноминастся. 


Таблица 6-59. Стандартные буферные растворы, ирименяемые для насгройки рН-метра 
Дитартрат калия Лифталат КИРО, (0.025 ш) + | КИРО, (0.008695 ш) + 


"С — (насыщенный) при калия Ма.НРО, | Ма. НРО, гаво 
25 “С 00.05 т) (0,025 т) (0.03043 т) Уу 

25 3.557 4.008 6.865 7.413 9.180 

30 3.552 4.015 6.863 7.400 9,139 

35 3.549 4.024 6.844 7.389 9.102 


Примечание: т — моляльность — число маль растворенного вещества, прихолящееся на 100 г растворителя, 


Далее по этим значениям мстодом наименьших квалратов рассчитывастся уравнение граду- 
ировочной функции в координатах потенпиал Е — рН. Для обсспечения точности измерений 
пеобхолимо коитролпровать температуру исслелуемого раствора. Так пелесообразио поступать, 
например, при опрелелении рН физиологических сред, изменяющихся в лостаточно широком 
интервале (табл. 6-60). 


Таблиил 6-60. рН некогорых физиологических жидкостей 


Физнологическая жилкость ри 
Желулочный сок 0.9—2,0 
Артериальная кровь 7.34—7.45 
Кровь (плазма) 7.25—7,44 
Моча 5.0—6.5 
Пог 4.2—7.8 
Слезпая жидкость 7.6—7.8 
Слюна 5.6—7.9 
Сок полжелудочной железы $.6—9.0 
Сок тонкой кишки 5.07—7.07 


Результаты эпидемиологических исследований показали, что срели профессиональных ин- 
токсикаций первое место занимает свинцовая (см. гл. 8.5). Одним из надежных днагностичес- 
ких показателей свинцовой иптоксикации являстся содержание свиниа в крови, а кониентра- 
ция свинца в моче менсе информативна, так как подвержена влиянию различных факгоров. 
Накопление свинца в зубах, волосах и костной ткани происходит при его длительном воздейс- 
твии, поэтому содержание свинца в волосах человска можно использовать для оценки эколого- 
эпидемической ситуации (см. гл. 6.4.3. 8.5. 10). 

Для экспрессного определения РБ?“ в волосах человека и шерсти сельскохозяйственных 
животных применяют РБ-сслективныс электроды с пластифинированными мембранами. На- 
иболее высокую селективность (табл. 6-61) к ионам свинца (Н) проявляют электролы РЪ-НФ- 
100-ТБФ (тетрафенилборат). 


Таблица 6-61. Коэффиниенты селективности РЬ-селективных электролов 


Электрол | аси Метающий катнов 
Ва" Са | ма Самара п Маги фаны! _ 
Р5-НФ-12-ТБФ 1 | 60: 2-7 3-02 2.10 1.6- 10-2 2.10" 
РЪ-НФ-25-ТБФ 10" 3-10? 1.510" 8-10-? 2-10? 1-10 |210? 
Рь-НФ-60-ТБФ | 110 | 1102 | 110" 1-10 | зло: | 10° | вю 
Ръ-НФ-100-ТБФ 1 5-10 102 | би 3-10" 3102 1-10" 102 


Совержанис свинца в волосах после мокрого сожжения анализирусмых биообразцов в коц- 
центрированной азотной кислоте составляет 15—100 мкг/г (относительное стандартное откло- 
нение ис превышает 10%). 
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Болыное практическое значение имеют электроды для определения фторид-ионов (см. 
гл. 8.7). Изготовлены ИСЭ для определения хлоридов. бромидов. йолилов. цианишов. нитра- 
тов, сульфатов, ионов калия, кальция, магния. меди и др. (см. гл. 8.5—8.7). ИСЭ нашли при- 
менение при определении токсикантов и установлении соотношения межлу концентрацией 
электролитов и кислотно-щелочиым равновесием в биологических жидкостях с диагиостичес- 
кой целью. В резульлате смещения кислотно-щелочного равновесия концентрация различных 
нонов в биологических жидкостях (внеклеточной жидкости, плазме, внутриклеточной жид- 
кости, см. гл. 4) изменяется в той или ипой степени. Возможна также обратная ситуация. 
когла смещение равновесия в электролитической системе, вызванное действие токсиканта или 
другими причинами. приводит к изменению кислотно-шслочного равновесия в организме. 
Исследование соотношения между кислотно-шелочиым и электролитическим равновесием 
имеет особое значение для обеспечения правильной диагностики и выбора метода лечения, 
при проведении ХТА и токсико-киистических исследований. В плазме крови метаболичсс- 
кий анилоз характеризуется снижением концентрании ионов гидрокарбоната и рН. вслелствис 
чего концентрация белковых апионов также уменьшастся. В соответствии с принципом элек- 
тронсйтральности жилкой фазы коицентрация лругих анионов (хлоридов. лактатов и суль- 
фатов) должна в соответствующей степени увеличиться или доджна спизиться концентрация 
катионов. например натрия. Метаболический ацидоз. обусловленный потерей электролита. 
наблюдается, например, в том случае. если потеря хлорид-ионов превыщаст потери ионов 
натрия (потери хлоридов вызваны рвотой, вылсленисм нота и т.п.}. Снижение кониснтрации 
хлорид-ионов возможно не только при метаболическом ацилозе, поэтому се нельзя рассмат- 
ривать как характсрный показатель данного расстройства. Тем пе менес. зная величину этого 
показателя, легче обнаружить причины парушсний кислотно-шслочного равновесия. Слелуст 
отметить, что изменение концентрации некоторых ионов не всегда вызвано изменением их 
количества, а часто связано с протекаиисм осмотических пронсссов. Так, например, изменение 
концентрации ионов натрия во многих случаях обусловлено избыточным или недостаточным 
количеством воды. Установлено, что при метаболическом ацидозе копиентрания иопов калия 
в плазме значительно возрастает, фосфат-ионон несколько снижается, ионов кальция и магния 
незначительно увеличивается. 

При метаболическом алкалозе рН и концентрация гидрокарбоната, а также кониситрация 
белковых анионов повышается, в результате чего концентрация хлорил-ионов. например. сни- 
жается, а концентрация ионов-калия возрастает. Метаболический алкалоз — это результа 
потери электролита, если уменынение концентрации ионов натрия превышает таковое для 
хлорид ионов, что часто наблюлается, например. при интоксикации бактериальными токси- 
нами (см. гл. 11). При метаболическом алкалозе концентрация калия и фосфатов в плазме 
снижается. а лактат-ионов увеличивается по мере повышения рН. 

Опрелеленные изменения концентраций ионов наблюдаются и при респиразорном ацилозе 
и алкалозе. При респираторном алкалозе концентрации ионов калия и фосфат-ионов умень- 
шаются с увеличением рН, а концентраиня лактат-ионов заметно возрастает. 

Среди лруғих жидких срел организма интерстициальная (тканевая) жидкость играет одну из 
ключевых ролей. особенно при измерении кислотно-щелочного равновесия т уіуо в тканях и 
на их поверхности. В этом случае индикаторный электрод должен непосрелственно контакти- 
ровать с интсрстициальной жидкостью. Состав интерсгициальной жидкости аналогичен соста- 
ву плазмы, но содержание белка в первой чрезвычайно мало. По аналогии с интерстициальной 
жидкостью спинпомозговую жидкость можно рассматривать как раствор хлорида и гилрокар- 
боната натрия (содержание белка в пей также сравнигельно невелико — 500 мг/дм?). 

Широко используется ионометрия и для определения различных биологически активных 
соединений и лекарственных препаратов. В настояшес время уже можно говорить, что сущес- 
твуюг носители, селективные практически к любому типу органических соединений. а это 
означает, что возможно созлание неограниченного числа соответствующих ИСЭ. Перспек- 
тивным направлением является использование ферментных электродов, в мембрану которых 
включены иммобилизованные ферменты. Эти электролы обладают высокой специфичиостью, 
свойсгвенпой ферментатнвным реакциям. С их помошью удается опрелелять ингибируюшие 
холинэстеразу инсектицилы (фосфорорганические соелинения. карбаматы. см. гл. 8.4) при 
кониентрациях -1 нг/мл. Будушсее метола связано с созданием компактных специфичных сен- 
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соров. представляющих собой современные электрониые устройства п сочетании с ионосе- 
лективными мембранами. которые позволят обхолиться без разлеления компонентов проб и 
заметно ускорят проведение апализов в полевых условиях. 

Потенниометрические измерения проволят іп уйго и т уто. В последнем спучае электроды 
(или латчики) помешают непосрелственно в сосул (ткань. орган) или на поверхность орга- 
на ( ткани). Измерением № 5Ии пазывают исслелование какого-либо образиа непосрелствси- 
но в месте его сстественного расположения. Срели объектов измерения часто встречаются 
трехфазные дисперсные системы. например. кровь. В зависимости от поставленной задачи 
на результат определения влияют порядок отбора пробы, сам проиесс измерения. присутс- 
твие или. наоборот. отсутствие воздуха (анаэробные условия). Измерепие кислотио-шелочного 
равновесия можно проводить только в закрытых системах. а определение электролитов — в 
открытых системах (на воздухе). Пробы. предназначенные для измерений іл уйго. обычно тре- 
буют предварительной подготовки (см.гл. 5). В пробы крови. папример. необходимо вводить в 
качестве антикоагулянта гепарин, ири анализе фторидов в пробы илазмы добавляют буферные 
растворы. Измерения проводят в биологических жидкостях плаже в тех случаях, когда, казалось 
бы, исследованию подлежит другой обризен. Так. исследование цельной крови включает опрс- 
деление активиости нонов. растворенных в плазме. поскольку именно плазма непосрелственно 
контактирует с индикаторным электролом. Эритроциты только влияют на состав плазмы. но 
не участвуют в установленни равновесия на границе элекгрод—плазма. что определяет изме- 
ряемый сигнал. Аналогичная ситуация наблюлается при проведении анализа на поверхности 
органов или тканей. где электролы контактируют с интерстициальной жилкостью. При оценке 
результатов измерений особое внимание следует обратить на условия. в которых они проводлят- 
ся. а также на истинное равновесие электрол-–раствор. В наибольшей степени это относится 
к измерениям, осушествляемым т мо. Во внутриклеточной жилкости приходигся учитывать 
негомогенность цитоплазмы и зашитные реакции организма. Многие результаты измерений 
іл уо параметров внутриклеточного пространства. известные из литературы. слелует сегол- 
ня полвергнуть критическому пересмотру из-за новых свелений. полученных при изучении 
реакций организма при отторжении чужеродного тела. ИСЭ чувствительны только к нонам 
раствора. который находится в непосредственной близости к электролу. Поэтому электрод 
не реагирует па ионы. связанные клеточными мембранами, белками или другими лигандами, 
вхоляшими в состав малорастворимых или комплексных сослинений. 

В экологической токсикологии олним из основных показателей при характеристике состоя- 
ния вопосмов, почв и ряда лругих объектов является рН, определение которого обычно прово- 
зят с помощью стеклянных электродов. Стеклянные электроды. покрытые полупроницаемой 
мембраной с пленкой соответствующего электролита. используют при анализс вол и атмос- 
феры лля коитроля загрязнений МН,, 50,, №. МО,, СО., Н,$ (см. гл. 8.3 и 10). ИСЭ обычно 
арименяют при контроле содержания анионов (см. гл. 8.6). для которых методов определения 
тралиционно значительно меныше, чем для катионов. К настояшему временн разработаны и 
повсеместно применяются ИСЭ лля опрелеления Е, СГ, Вг. 1-, СМ. $2 ноиов в интервале 
концентраций от 10° до 10" моль/л. Одной из важных областей применения понометрнии яв- 
ляются гидрохимические исследования и определение концентрации анионов и катионов в 
разных типах вол (поверхностные, морские. ложлевые). Другая область применения ИСЭ — 
анализ пишевых продуктов. Созлан миниатюрный ИСЭ в форме иглы лля определения ионов 
непосредственно в мякоти плолов и овощей. 

Потенциометрическое титрование основано на осуществлении титрования с потенниомет- 
рическим контролем за холом реакции. Выбор конкретного инликаторного электрола зависит 
от используемой для титриметрического определения реакции: 

Кислогио-основное взаимодействие — стеклянный электрод (Н? + ОН = Н.О). 

Реакции окисления-восстановления — Рі-электрод (Ре?' + Сг,0,2 +14Н* = Ре? + 2Сг* + 
7Н.О). 

Реакиин осаждения — элсктролы 1-го рола. ИСЭ (СГ + Ав? = АзС\Ц). 

Реакиии комплексообразования — ИСЭ (Си? + НУ (ЭДТА) = Сиү + 2И*). 

Потенимал инликаториого электрода измеряют после добавления каждой небольшой пор- 
пни титранга. По результатам титрования строят кривую титрования. которая имеет било- 
тарифмическую форму (рис. 6-148). Конечную точку титрования на ней находят по скачку 
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Рис. 6-148. Способы нахожления конечной точки (а) и кривая титрования смеси НСІ + СНСООН рас- 
твором ЧаОН (6). Конечной точке титрования отвечает пересечение пуиклирной линии с осью «расхол 
титранта». 


титрования. Если скачок выражен слабо, то построение кривой титрования в координатах 
первая (вторая) производная — у помогаст решить проблему (рис. 6-148). Метод имеет ряд 
преимушеств перед прямой потенииометрисй и титриметрией с визуальными инликаторами. 
В отличие от прямой потенциометрии и ионометрии. здесь отсутствуют погрешности за счет 
диффузионного потенциала и, кроме того, меньше случайных погрешностей. Преимущества 
по сравнению с визуальной титриметрией состоят в исключении субъективных погрешностей 
при установлении конечной точки, возможности анализа некоторых смесей велисств, когда на 
кривой титрования имеется несколько скачков, чаще всего лвух (см. рис. 6-148, 6). 

Вольтамперометрия — мстолы анализа. основанные на расшифровке поляризационных кри- 
вых — вольтамперограмм, которые снимают в электролитической ячейке с поляризующимся ин- 
ликаторным электродом и неполяризующимся электролом сравнения. Это позволяет опновремен- 
но получать качественную и количествсиную ипформацию о природе и концатрации вешеств. 
восстанавливающихся или окисяяюцихся на электроде-леполяризаторе. Вольтамперометрия при- 
меняется для определения следовых количеств токсикантов в самых разнообразных биологических 
жидкостях (сыворотка и плазма крови. моча, слюна, желчь, желудочный сок, спинномозговая 
жидкость) и тканях. При различных заболеваниях (злокачественные опухоли, лучевая болезнь и 
др.) полярограммы сыворотки крови и се безбелкового фильтрата заметно изменяются. 

Полярография на ртутном капающем электроде. Схема полярографического эксперимента н 
характер получающейся при этом типичной вольтамперограммы (полярографичсская кривая. 
вольт-ампериая кривая, поляроғрамма) приведены на рис. 6-149. Применение именно ртут- 
ного капающего электрода обеспечивает хорошую воспроизволимость поверхности капли и 
ее постоянное обиовление. что в свою очерель гарантирует воспроизволимость нолярограмм. 
Кроме того, метод позволяет работать в широкой области потенциалов — от +0,25 до —1.8 В 
в кислых и до —2,3 В в щелочных растворах. Это открывает широкие практические возмож- 
ности для классической полярографии при определении электрохимически активных ионов 
металлов, способных к электровосстановлению в этих условиях. Получающуюся вольт-ампср- 
ную кривую можно прокомментировать следующим образом. На пологом участке А—В через 
ячейку протекает остаточный ток. на поверхности капли образуется лвойной электрический 
слой — электрод поляризуется. Компонентой остаточного тока является емкостной ток, рас- 
холующийся на поляризацию электрода. При потенциалах. отвечаюших точке Б. начинается 
процесс электровосстановления ионов металла. атомы которого затем растворяются в ртути с 
образованием амалыам М" + п® + Не МНе амальгама, при этом ток начинает резко увели- 
чиваться (учасгок Б— В). 

Величина тока контролируется диффузисй М" из раствора к поверхности ртутной капли, 
поэтому его называют лиффузионным. Точке В отвечает предельный диффузионный ток. Но- 
вое намечающееся увеличение тока в области после точки Г обусловлено новой элсктрохими- 
ческой реакцией, пачинаюшейся при более отрицательных потенциалах электрода. Описанная 
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Рис. 6-149. Схема полярографических из- 
мерений на ртугном капаюшсм катоде (а) 
и вил полярограммы (6). 

| — электрохимическая ячейка, солержа- 
шая ноны восстанавливающегося металла 
М" и фоновый электролит. 2 — капил- 
ляр ртутного канаюшего электрода (РКЭ); 
3 — ртутный канаюший электрод; 4 — элек- 
грод сравнения; 5 — вольгметр: 6 — микро- 
амперметр: 7 — потенциометр; 8 — источ- 
ник постоянного тока. 

Фоновый электролит, обычно КСІ. Раство- 


; реиный кислород удалеп продувкой азо- 
‚ЧЕН ИЕ том 


0 ёа 1 қу В 


картина наблюдается на каждой новой капле ртути. поэтому полярограмма. называемая также 
полярографической волной. всегда имеет вил осциллируюшей кривой. Ток. расходующийся на 
целевую электрохимическую реакцию. называют фаралеевским. 

Полученная кривая содлержи! информацию о приролс и концентрации М“. Первой при 
оговоренных условиях эксперимента отвечает потенциал полуволны в Если в растворе име- 
ется несколько иопов мсталла и их Е, „различаются болсе чем на 150 мВ, на полярограмме ре- 
гистрирустся соответствующее число полярографичсских волн. что опрелеляст аналитическую 
избирательность метода. Функиисй концентрации является всличина предельного диффузион- 
ного тока |, описывасмая уравнением Ильковича: 


Ід = ХСо. 
гле х — константа урависпия Ильковича. х = 60520? пи ем, р — коэффициент диффузии. 


2 — число электронов. принимающих участие в элсктродной реакции, т — скорость вытека- 
ния ртуги из капилляра. = — время жизни ртутной капли. 
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Таким образом. согласно уравнению Ильковича. можно по гралуировочной зависимости 
найти концентрацию искомого мегалла. Стандартными объектами определения являются ионы 
металлов. восстапавливаюшисся на ртутном катоде: РЬ**. Сӣ'“, Гп“. Си?" и т.п. Возможности 
классической полярографии ограничены концентрациями ~ 107° М, препятствием для их пони- 
жения является остаточный ток. Существуют много различных вариантов усовершеиствования 
полярографии. Далее рассмотрены некоторые наиболее важпые из пих, обеспечивающие Уве- 
личение соотношения фарадеесвский лок—емкосиюй ток. 

Переменно-токовая полярография. Схему эксперимента в переменно-токовой полярографии 
иллюстрирует рис. 6-150. В методе сипусоилальной переменно-токовой нолярографим поля- 
ризующее напряжение. прилагаемое к ячейке (развертка потенциала), является суммой по- 
стоянного (прямая линия на рис. 6-150, а. 1) и синусоидального (волнистая линия там же). 


ы 


— 


Рис. 6-150. Приннип синусоилальной переменно-токовой полярографии (а) и оспиялополярографии с 
треугольной разверткой потенииала (6). 

1 — схема развертки погенциала; 2 — регистрируемая полярограмма: 3 — католный диффузипонный ток; 
4 — анолный лиффузионный ток; 5 — анодный пик в случае обратимого процесса. 
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При этом через ячейку протскаст и постоянный. и переменный ток. С помошью устройства. 
называемого фазовым детектором. измеряется только переменный ток. Его позникповеиис 
объясняется пернодическими изменениями коннеитрацин восстановленной и окисленной 
форм нона-деполяризатора за счет наложенного переменного напряжения. Поэтому зависи- 
мость тока от прилагаемого напряжения приобретаст вид кривой с максимумом при нотении- 
але. отвечающем потенциалу полуволны в классической полярографии (см. рис. 6-150. а. 2). 
Высота пика пропорциональны концентрации. Наилучшие результаты получают с помошью 
обратимых систем. В этом случае можно определить до 5:107" М мсталла, обладающего поля- 
рографичсской активностью. 

Осциллографическая полярография. В этом методе используют высокоскоростную линейную 
развертку потеициала (0.1—1 В/с). изменяющегося по линейному закону (см. рис. 6-150, 6. 1). 
Это позволяет зарегистрировать всю полярограмму за время жизии одной капли ртуги в виде 
кривой с максимумом катодного тока 3 (рис. 6-150, 6, 2). Причина появления максимума в быс- 
троте развертки потенииала. когла лиффузия за ним не успевает. Высота пика при этом будет 
больше. чем предельный ток в классической полярографии. а чувствительность выше (~ 10% М). 
Зависимость тока пика от скорости развертки потенциала передает уравнение Рэндлса— 
Шевчика. При треугольной развертке потенциала во время его спала и возвращения к исхол- 
ной величине можно зарегистрировать ипиклическую полярограмму, т.с. еще н анодный пик 4. 
Разверлку потенциала осуществляют настолько быстро. что за изменением ее и высоты пика 
следят с помошью электроиюго осциллографа. отсюда и название метода — осциллополярог- 
рафия. Метод позволяст судить об обратимости элсктрохимического процесса па электродс. 
Так, ссли пики катодного и анодного токов существенно слвипуты один относительно другого 
(ситуация 4), то процесс пеобратим. Если же расстояние межлу орлинатами пиков мало (ситуа- 
ция 5), то имеет место обратимая электрохимическая реакция. Быстрота снятия полярограммы 
ловелена до малых долей секуилы. Безынерционные электронио-лучевые и пругие электропные 
инанкаторы обеспечивают наиболес быструю информанию о составе раствора. Число вешеств, 
опрелеляемых полярографическим метолом. увеличивается в результате использования новых 
электролных процессов. в частности каталитических и алсорбционных. 

Инверсионная полярография (вольатмперометрия). С помошью инверсионной вольтамперо- 
метрии чаше всего определяют следы тяжелых металлов в волах и биологических материалах. 
Например, вольтамперометрические методики олновременного опрелеления Си. Са и РБ. а 
также 2п и РЬ или Тв питьевой воде включены в стандарт Германии. Важным постоинством 
вольтамисромегрни являстся возможность илентифицировать формы пахождения ионов метал- 
лов в водах. Это позволяст оценивать качество волы, так как разные химические формы сушес- 
твования металлов облалают разной стсиенью токсичности (см. гл. 8.5). В методе используют 
прелварительное коннентрирование опрелеляемого вешества на поверхности индикаторного 
электрола. например капле ртути. Электролиз проводят при потенциале предельного тока при 
перемешивании раствора в течение непрололжительного времени. Далее перемешивание прс- 
крашают. включают аподную развертку потеициала и регистрируют пик анодного растворения 
сконцентрированного в амальгаме мсталла. Особсниость метола — возможиость определения 
ло 1079—107' М РЬ, Си. Са. Ап и др. Современная инверсионная вольламиеромстрия позволя- 
ет проводить анализ содержания свинца в цельной крови. исключая стадию прелварительной 
подготовки пробы. Разработка повых толстопленочных и других модификаий (ѕсгсеп-ргіптед) 
электродов позволила созлать портативные сенсоры. уменьшив тем самым необходимый для 
анализа объем пробы до 1 мл, а к искоторых случаях до 50 мкл. Миниагюрный сенсор для 
определения свинна в цельной крови имеет рабочий и вспомогательный электроды (углерод- 
солержащие дорожки, панессиныс на пластиковую основу методом трафаретной печати), а 
электролом сравнения служит серебросолержащая дорожка. 

Для исключения металлической ртути и се солей из опрепеления поверхность рабочего 
электрола молифицируется малорастворимой солью лиэтиллитиокарбамината ртути (1). Из- 
мерительная ячейка имеет объем 0.2 — 0.4 мл. Анализ проводится в три стадии: формнрованис 
рабочей поверхности. накопление. регистрация. 

Результаты вольтамперометрического анализа цельной крови без предварительной под- 
готовки пробы и с кислогиым разложением па специальной установке представлены в 
табл. 6-62. 
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Таблица 6-62. Результаты вольгамперомегрического анализа цельной крови. Фон — 0,5 М НСІ 


| Найчено 

| Образец крови | Без предварительной пробопой- После кислотного разложения. 
А а . _ тотовки. мкг/л мкг/л 
Образси 1 | 33.5 +2.0 35,0 + 1.0 
Образец 2 24,0 + 2,0 220.415 


Нарялу с классическим ртутным электродом широко используют твердые электроды — пла- 
тиновые, графитовые и др. Они незаменимы при определении веществ, которыс нельзя поля- 
рографировать па ртутном электроде. Совремсиные методы позволяют с высокой точностью 
измерять малые токи за короткий промежуток времени. Поэгому для проведспия электрохими- 
ческих реакций можно использовать короткоживущие поверхности электролов. изготовленных 
из мегаллов и полупроводииковых материалов. Есть возможность покрывать металлы плеп- 
ками оксидов или других соединений. Такие электродные поверхности могут быть перноди- 
ческого или олнократиого действия. Использование полярографических методов в прошлом. 
очевилно, слерживалось опаспостью рабогы аналитиков с ртутью. В настоящее время широкое 
применение твердых электродов в известной мерс снимаст это ограничение. 

Из оргапических веществ можно определять сослинения, облалающие группами, споеобны- 
ми к восстановлению или окислению. Возможности определения органических веществ мето- 
дом инверсионной вольтамисрометрии сушественно расширяются при испозьзовании хими- 
чески модифицированных электролов. Модификацией поверхности электрода полимерными и 
неорганическими пленками. включающими реагенты со спепифическими функпиональными 
трупами, в том числе и молекулами биополимеров. можно создать для определяемого комно- 
нента такие условия. когла аналитический сигиал будет практически специфичным. Исполь- 
зование модифицированных электродов обеспечивает избирательное определение соединений 
с близкими окислитсльно-восстановительными свойствами (например, исстицилов и ил мста- 
болитов) или электрохимически неактивных на обычных элсктродах. Вольтамперометрию при- 
меняют для анализа растворов, но она может быть использована и лля анализа газов. Сконс- 
труировано мпожество простых вольтамисрометричсских анализаторов для работы в нолевых 
условиях. Полярографические методы введены в официальные фармакопеи ряла стран. 

Близкий к полярографии метод амперометрического титрования также с давних пор при- 
влекаст внимание аналитиков. Применяются главиым образом твердые электроды {80%), ртуть 
используется все реже. Предложен своеобразный минерально-пастовый электрод. 

Амперометрическое титрование. Метод основаи на измерении величины предельного лиф- 
фузионного тока в процессе титрования. Диффузионный ток по уравнению Ильковича связан 
© концентрацией электрохимически активного компонента. поэтому можно зарегистрировать 
линейные кривые различного типа, а конечную точку на них нахолить интерполянией линей- 
ных участков кривых до пересечения. Метод отличается экспериментальной простотой (не 
нужно регистрировать всю вольтамперограмму) и определепнымн аналитическими возможнос- 
тями при определении различных веществ. в том числе и не обладающих электрохимической 
активностью. Кривые титрования привецены на рис. 6-151. Перел титрованисм инликаторный 
электрол ноляризуют напряжением. отвечаюшим предельпому лиффузионному току. 

Кулонометрия и кулонометрическое титрование. Кулонометрические мстоды анализа ос- 
пованы па измерении количества электричества. потребовавшегося для 100% преврашения 
электрохимически активного вешества. Здесь электрохимическая реакция приводит к полному 
исчерпанию вещества за счет сго электролиза. В основс кулономстрических методов лежат 
законы Фарадея. согласно когорым количество электронреврашенного вешестви прямо про- 
порционально количеству израсходованного электричества и для выделения | моль любого 
всшества исобходимо затратить одно и то же количество электричества, называемос числом 
Фарадея: 

Е = зим Т 
п-п 
гле О — количество электричества, нсобходимое для выделения на электродс т граммов ве- 
щества с молярной массой эквивалсита. равной М/п (М — молярная масса определяемого 
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1, мкА 


Расход титрана, мл 


Ро?* + 50,2-= Ва?* + СгО,2-= РЫ? + Сто, 2-= 


РЬЅ0, У Васко, # 


Рис. 6-151. Кривые амперомегрического титрования в различных системах. 
Электроактивностью облалают: 
1 — определяемое вешество; 2 — титрант; 3 — опрелеляемое вешество и гитрант, 


вешества, п — число электронов, участвующих в электролпой реакции). Количестно электри- 
чества равно произвелению тока 1 на время О = 1. 

Количественный электролиз можно проводить при подлерживасмом постояипом папряже- 
нии или токе. Соответственно различают потенииостатическую и гальвапостатическую куло- 
номегрию (рис. 6-152). 

Потенциостатическая кулонометрия. Принципиалыюе значение имсет правильный выбор 
рабочего потепииала элсктрола, поскольку пеобходимо исключить протекание конкурирующих 
реакиий и обеспсчить 100% выхол по току. Это делаюг. используя поляризапионные кривые 
всех исобходимых систем. В процессе электролиза при постоянном поменциале ток уменьша- 
стся. Электролиз проводят до лостижепия величипы остаточного тока. Если ориентируются на 
погрешпость -1%, то электролиз проволят ло уменьшения пачального тока в 100 раз. Для по- 
грешности 0,1% за остаточный ток принимают ток, в 1000 раз меньший начального. Количество 
затраченного электричества определяют как плошадь под кривой изменения тока от времени: 


О = | 16 с помошью соответствующих ирисмов. 

ь 

Кулонометрическое титрование осповано на Генерации титранта, вступающего в аналити- 
ческую реакцию с определяемым веществом, с помощью электролиза. Генерацию его элек- 
тролизом велут при условиях. гарантирующих 100% выхол по току, когда весь заграчениый 
ток расхолуется только на эту одну реакцию. Условия работы — гальваностатический режим 
электролиза и большой избыток вспомогательного вешества. из которого генерируют тит- 
рант. Способ устаповления конечной точки может быть любым — оз индикаторного до пол- 
холяшего физико-химического, например потенииомстрического, сисклрофотометрического, 
амперомегрического и т.п. Примеры электрогенераини титраитов и область их применения 
приведены в табл. 6-63. Метод позволяет определять вещества. обладакицие и не облалающие 
элсктроактивиыми свойствами. В методе пет проблем с приготовлением и стандартизани- 
ей титранта. здесь первичные станларты просто ис нужны. Результат титрования находяг, 
умножая величину тока при эчектролизе на сго время до лостижения конечной точки. Со- 
временная тсхника позволяст измерять ток и время с высокой точностью. поэтому кулоно- 
метрическое титрование является одним из наиболес точных методов анализа: погрешности 
составляют до 0.1 отн.%. 
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Рис. 6-152. Схема эксперимсита в потенниостатической (а) и гальваностагической (6) кулонометрии. 
1 — потенциостаг: 2 — кулономегр; 3, 6 — миллиамперметр: 4. 7 — вольтметр: 5. 8 — кулономстрическая 


ячейка. 
Таблица. 6-63. Примеры кулонометрического титрования 
“ р _ Вспомогательный — ч араар да  Опредле ляемые 
рыл м оч ч айии небо дра чыс фар а л АИА МЗ М 
Кислотно-основное титровавие _ 
ОН н.о 2н,0 + 2сө20Н +1, Кислоты 
н" н.о Н.О ++ 2Н* + 9.0, +26 Основания 
Титрование методом осажления 
Аз’ Ар-аноя Ав ++ Ар’ + с СГ. Вг. Г 
Окислительно-восстановительное титровапис 
Мп? Мп50, Мп? ө Мп" + е гер. Н.С.О, 
Вг Вг. + 2е ө 2Вг А$(11). Г. фенолы 
5,02, АНІ) 


Вг, , 
1 ө +25 
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В настоящее время ингенсивно разрабатываются и методы кулонометрии при постояпиом 
токе. и методы. основанные на регулировании потеициала. Последний прием привлекаст вни- 
мание избирательностью и возможностью обеспечивать иссьма точное определение малых ко- 
личеств вешества. Кулонометрически можно определять многие нгорганическне (практически 
все металлы. в том числе тяжелые, галогены, 5) и органические (ароматические амины. нитро- 
и нитрозосоелинения. фенолы, азокрасители) вещества. Автоматические кулонометрические 
анализаторы для определения очень низкого солержания (ло 10-*%) газообразных загрязнений 
(50,. О,. Н.5, МО. МО.) в атмосфере успешно зарекомендовали себя в полевых условиях. 

Существует еще олин электрохимический метод — кондуктометрия, в основе которого ле- 
жит измерение элекгропроводности. В определенных условиях электропроволность раствора 
или расплава четко зависит от концентрании определяемого компонснта. Для измерения элек- 
тропроволности используют конлуктометры. Разработан один из вариантов конлуктометрии — 
высокочастотное титрование. Преимущества метола — сго бссконтактность (электроды при- 
клалываются к внешним сторонам сосуда. трубки и т.п.). возможность анализировать мутные 
среды. суспеизии. эмульсии. 

Методы вольтамперометрии широко применяются в биохимических и экологических иселс- 
лованиях. фармакологии и медицине. папример при экспертном опрелелении слелов металлов 
в пишевых продуктах, животных и растительных тканях лля контроля качества срелств меди- 
пинского применсния. 
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Сегопня в мире самыми распространениыми наркотическими средствами являются канна- 
бис и его препараты (марихуана, гаппин и гашининое масло). которые относят к категории так 
называемых легких паркотиков. Олнако авторы этой книги не считают возможным деление 
наркотиков на легкие и тяжелые (см. далее). Препаратами каннабиса злоупотребляют 3,9% 
взрослого населения. Количество потребителей каннабиса с кажяым годом увеличивается. 
В Европе этими наркотическими средствами злоупотребляют около 13% населения, в Америке — 
23%. в Африке — более 60%. в Азин эта пифра ннже — менее 8%. Производство каннабиса в 
2003 г. (в 163 странах) достигло 42 000 т. при этом 30% каннабиса было произведено в Север- 
ной Америке. 28% — в Африке, 9% — в Южной Азии и 5% — Центральной Азии (Казахстан 
и Киргизия). В УНП ООН в настоящее время зарегистрированы 85 страи — произволителей 
значительного количества каннабиса. Начиная с 2001 г.. Марокко. Афганистан и Пакистан 
отмечены как основные страны-производители смолы каннабиса (гашитна). болсе 600% которого 
попалает в Европу из Марокко. а остальная часть импортируется из Афганистана и Пакистана. 

Как слелует из материалов УНП ООН. сегойня для мирового сообшества. врагом номер 
один срели нелегально используемых наркотиков являются стимуляторы амфетаминового ряла 
(САР). Ими злоупотребляют более 40 млн человск. что превосходиг количесгво героиновых 
и кокаиновых наркоманов вместе взятых. Наиболес высокий уровснь употребления САР на- 
блюдается в Восточной и Юго-Восточной Азии, далее слелует Европа. Австралия и США. 
Производство САР сконцентрировано в Южной и Юго-Восточной Азии (Китай, Мьянма. Фи- 
липиины). Северной Амсрикс (США, Канала. Мексика) и Западной Европе {Нидерланлы, 
Бельгия). В 2003 г., по подсчетам экспертов УНП ООН, мировой объем производства этих 
паркотиков достиг в среднем 422 т (по другим даниым. около 500 т) в год. В отличие от ко- 
каина н героина, производство которых ограничивается географическими и климатическими 
факторами, синтетические наркотики могут производиться повсеместно. Результаты изъятий 
оборудования пойпольных лабораторий, прекурсоров и готовых наркотиков, а также отчеты 
правоохранительных органов о статистике злоупотреблений свидетельствуют о стабильном 
расширении рынка САР по всем параметрам. Практически из всех стран в ООН поступают 
сообщения, что основиой возрастной группой потребитслей САР являстся молодежь. Число 
потребителей САР срели молодых людей. регулярпо посешаюших ночные клубы н дискотеки. 
значительно ирсвышгает таковое среди других групп населения. К факторам риска применения 
САР относится не только разрушительное возпействие синтетических наркотиков. но и расши- 
ряющийся ассортимент згих вешеств. пролаюшихся в различных комбинациях. Большинство 
исследователей полтвержлают тенлениию к снижению интеллектуального уровня. ухулшению 
памяти или возникновению ряда психических заболеваний (например, болезнь Алыгеймера) 
у потребителей 3.4-метилендиоксимстамфегалииа (МДМА) (наркотика. составляющего оспову 
препаратов, поступающих в оборот под названием +экстази»). 

Кокаии стоит на первом месте среди препаратов злоупотребления срели жителей Америкаи- 
ского континента. В некогорых странах Запалной Европы кокаин пока находится на втором 
или даже третьем месте среди применяемых нелегальных наркотических средств, однако его 
потребление постоянно возрастаст. В настоящее время в Европс кокаин употребляют 3.7 млн 
человек. из которых более 90% приходятся на Западную Европу. На Американском континен- 
те из 9 млн потребителей кокаина почти 45% живут в Северной Америке. Наименьшее число 
злоупотреблений кокаином приходится на Азию. Производство кокаина в силу природных 
условий тралниионно сосрелоточено в Латинской Америке: Колумбии — 65%, Перу — 23% 
и Боливии — 12%. В 2004 г. объем произвелеиного кокаина составил около 687 т. На черном 
рынке наркотиков в Европе розничные цены на кокаин остаются наиболее высокими (в сред- 
нем 88 долл. за 1 г. 2004 г.). 

По данным УНП ООН. в 2005 г. опиаты, особенно героин, применяли около 16 мли че- 
ловек (из них 11 млн — героин) или 0.5% всего населения в возрасте от 15 лет и старше. 
В 2003 г. незаконный оборот опиатов постиг 476.5 т в морфиповом эквиваленте. из которых 
365 т было произвелено в Афганистане. Для медицинских и научных целей во всем мире в 
этом же году потребовалось 27.3 т морфина. В 2004 г. Афганистан произвел 87% мировой 
опийной пролукиии. Поток наркотической контрабанды из Афганистана оказывает заметное 
влияние на падение розничных пен на героин на черном рынке Европы (25 долл. за 1 г) и 
США (75 поля. за | г), тем самым способствуя расширению круга потребителей этого наркоти- 
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ка. Несмотря на проводимую с 2001 г. в Афганистане антитсррористическую операцию стран 
НАТО. произволство опия. к сожалению. не уменьшилось. Так, в 2004 г. объемы афганского 
героина составили 420 т (или 4200 т в опийном эквиваленте), а доходы от их производства и 
контрабанды — около 2.8 млрд лолл. США или 60% внутреннего валового продукта. В 2005 г.. 
по подсчетам экспертов УНП ООН. урожай опия составил 4100 т (или 410 т в героиновом 
эквиваленте). Большинство злоупотребляюших опиатами (около 8.5 мли человек или около 
половины всех потребителей опиатов в мире) приходится на Азию, особенно на страны, рас- 
положенные вокруг Афганистана и Мьянмы. Обшее количество потребителей наркотиков этой 
группы в Европе составляет в 4.5 млн человек или 30% всех злоупотребляюших препаратами 
в регионе, из которых 2/3 потребителей опиатов приходится на Восточную Европу. Наиболее 
высокий уровень злоупотребления ониатами в Европейском регионе. согласно данным УНП 
ООН, приходится па Восточную Европу. включая Россию. 

По данным Министерства злравоохранения РФ, с 1995 по 2000 г. в России наблюдали четы- 
рехкратный прирост числа опийных наркоманов и увеличение их в среднем на 27% ежегодно 
в периол с 1991 по 2000 г. В 1988 г. в СССР на учете состояли 50 тыс. больных наркоманией. 
в 1995—1997 гг. количество лин. применяющих наркотики с немелицинской целью, составля- 
ло уже 1.5 млн человек. Общее число наркоманов в 2005 году. по разным оценкам. составило 
в стране от 3 до 8 млн человек, причем из них только около 200 тыс. являлись пациентами 
паркологических лиспансеров. В первой половине 90-х г. ХХ века в России рейтинг прелпо- 
читаемых наркотиков представлен следующим образом: ирспараты из конопли — около 50%, 
кустарные препараты из мака — около 30%. промедол. морфин и омнопон — 19%. другие — 
1%. Если в начале 90-х годов наркоманы в Москве использовали героин в 0,6% случаев. то к 
2000 г. доля опиатов и героина резко возросла. Среди больных наркоманиями, поступавших 
в этот период на стационарное лечение, 75% составляли погребитсли героина. В 2003 г. в не- 
которых регионах России. в том числе в Москве н Московской области. героии в незаконном 
обороте наркотиков составил 99%. Пракгически весь героин. поступающий в Россию, имеет 
афганское происхождение. 

Согласно мнению разных исслелователей (медиков. психологов. социологов и лр.). мотивы 
возникновения наркоманин и токсикомании могут быть различными. К наиболее известным 
можно отнести: 

е любопытство относительно действия наркотического вещества: 

е желапие быть принятым определенной группой; 

• выражение исзависимости, а иногда враждебного насгроения по отношению к окружаю- 
шим: 

познание нового опыта. приносяшего удовольствие. волнуюшего или таяшего опасность: 
достижение «ясности мышления» или «творческого влохновения»; 

достижение чувсгва полного расслабления; 

уход от гистуших проблем и трудностей. 

Девиацин (отклонения) — естественный. закономерный, необходимый способ изменения 
физических. биологических. социальных систем. Девиации (фяюктуации) в неживой прироле. 
мутации в живой природе служаг механизмом изменчивости. следовательно. существования и 
развития каждой системы. Социальные девиации и девиантное поведение могут иметь двоякос 
значение. Одни из них — позитивные — выполняют негэнтропийную функцию. служат средс- 
твом (механизмом) развития системы, повышения уровня се организованности. устраняя, пре- 
ололевая устаревшие стандарты поведения. Это социальное творчество во всех его проявлениях 
(техническое. научное, художественное и т.п.). Другие же — негативные — дисфункпиопальны. 
дезорганизуют систему, повышают ее энтропию (преступность, терроризм, коррупция, пьянс- 
тво и лр.). Социальная норма выражает исторически сложившийся в коикретном обществе 
предел, меру. интервал допустимого (дозволенного или обязательного) поведения. деятельнос- 
ти индивидуумов. социальных групп, организаций. 

В отличие от сстественных норм протскания физичсских и биологических процессов, со- 
ниальные нормы складываются как результат отражения (адекватного или искаженного) в 
сознании и поступках людей закономерностей функционирования общества. Границы меж- 
лу позитивным и негативным девиантным поведением подвижны во времени и пространстве 
социумов. В одном и том же обшестве сосушествуют различные нормативные субкультуры. 
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Организация и лезорганизания. норма и аномалия. энтропия и негэнтропия лополнительны 
(в пониманин Н. Бора). их сосуществование неизбежно. они неразрывно связаны между собой 
н только совместное их изучение способно объяснить исследуемые процессы. Не существует 
каких-либо форм деятельности (поведения). которые бы были девиантны по своей природе. по 
своему содержанию, рег ус. ям! репегіѕ. Все сониальные девиации огносительны. носят конвен- 
пиональный характер в зависимости от ценностей и норм. господствующих в конкретном об- 
ществе. Консгруируя различные формы девиантностн (преступность. наркотизм. проституция 
и ар.). общество. государство определяют также формы и методы воздействия на девиантов, 
политику в отношении них. стратегию и тактику социального контроля нал девнантностью 
(левиантным повелением и его носителями). 

Вместе с тем необхолимо различать причины отдельных левианий как елиничных явлений 
и причины девиантности как массового явления. 

Объясняя детерминацию левиаитного поступка конкретного человека, следует учитывать вли- 
яние трех составляющих: внутреннюю объективную иричину (например, психофизиологическое 
расстройство). внутрениюю субьсктивную причину (решение самого человека как акг сто сво- 
бодной воли) и внешнюю причину (воздействие окружаюшей среды в настоящем или прошлом 
опыте человека). В отличие ог форм индивидуальных отклонений, в детерминации форм мас- 
совых отклонений доминирующее значение приобретают внешние причины. Установлена связь 
межау уровнем образования и некоторыми видами преступности. Так. преступления, связанные 
с наркотическими средствами, исихотропными и сильнодействуюшими всществами, чаще всего 
совершают лица без постоянного источника дохола и с низким уровнем образования. Обнару- 
жилось иовое явление. получившее название «расширение охвата». Оно связано с возрастанием 
числа лиц, попавших в поле зрения спениальных сониальных служб. Казалось бы, это должно 
раловать обшественность. Попав в поле зрения системы, они становятся предметом ее труда. 
цель которого — во что бы то ми стало исправить правонарушителя. Установление контроля ле- 
лает поступок известным щирокому окружению (родственникам. друзьям. соседям. школе), спо- 
собствует закреплению алгоритма повеления. обусловливает дальнейшес развитие левиантной 
карьеры. что приводит к автоматическому исключению такого человека из многих социалыто 
олобряемых процессов. Отчуждение проявляется в разного рода левиантных поступках людей — 
от ухола в потребление алкоголя или наркотиков ло совершения тяжких преступлений. 

Среди факторов. порожлаюших наркоманию (девиантное отклонение). условно можно вы- 
лелить три основные группы. каждая из которых многочисленна. Это макросоциальные. мик- 
росоциальные и психопатологические факторы. К макросопиальным факторам можно отнести 
отсутствие целостной информационной стратегии. ориентирующей молодое поколение на со- 
хранение собственного здоровья и работоспособности как основного и обязательного фактора 
жизненного благополучия или неосторожнос и зачастую легкомысленное обращение с материа- 
лами о наркотиках в отдельных средствах массовой информапии. приволящесе к формированию 
незлорового интереса к потреблению и потребителям. позитивного к ним отношения. Приме- 
ром микросониального фактора может служить влияние ближайшего окружения индивидуума 
(близких ролственников с определенными социально-психологическими характеристиками). 
Группа (лсихопатологических) факторов обусловлена генетически. Так, тревожно-мнительные 
черты характера, являющиеся основой психаслении, при значительной выраженности могут 
быть и основой систематической наркотизации (алкоголизации). Наркотики приобретают 
коммуникативную и транквилизируюшую (вернее. заменяюшую ее. эйфоризирующую) функ- 
ции. Чем более выражены тревожно-мнительные черты, тем менсс уверенно чувствует себя 
ребенок (подросток. взрослый человек) в жизни, тем более он нуждается в психологической 
помощи, чтобы не прибегнуть к «поддержке» наркотиков. Гармоничио развивающийся пол- 
росток. теплые отношения в семье и благоприятные со сверстниками не являются гарантией 
отказа от наркотиков. Среди людей с высокими интеллектуальными возможностями тоже есть 
наркоманы. В этих случаях причиной начала наркотизации нерелко служит информационная 
нелостаточность. Психологические механизмы начала наркотизации заключаются в том, что 
окружающие микросоциальные условия не предоставляют хорошо развитому индивиду лоста- 
точных оснований для эмоционального и иптеллектуальиого насышения. Жизнь в этих случаях 
субъектиию воспринимается человеком как скучная. Поиски насышения эмоциональной сфе- 
ры и повышения интеллектуальной нагрузки провоцируют потребление «интеллектуальных» 
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паркотиков (кокаин) или синтетических опиоидов. В подобной ситуации исихиатр-нарколог 
встречается с «илейными» наркоманами. интеллектуально воспринимающими наркотики как 
высшее благо. Однако сразу встает вопрос о генах предрасположенности или болезнях. кото- 
рые нае выбирают (см. гл. 3.3). Ни одна группа факторов ни в одной возрастной и социальной 
группе люлей не является определяющей в приобретении наркозависимости конкретным че- 
ловеком в любом возрасте. Только духовное совершенствование личности человека может стать 
самым надежным барьером или спасением. «Человека полностью не ололеют пи ангелы, пи сама 
смерть, кроме как через слабость его собственной ничтожной воли» (Д. Гланвиль, 1636—1680. 
английский философ). Быстро мениюшаяся ситуация в области нелегального оборота нарко- 
тиков привела к резкому увеличению числа исследований по определению наркотических и 
одурманивающих веществ в организме человека. выполняемых в последние годы химико-ток- 
сикологическими лабораториями. 


Наркотические средства. наркомания, токсикомания 


Паркоманией называется группа заболеваний. которые проявляются влечением к постоянно- 
му приему в возрастающих количествах наркотических средств вслелствис стойкой психичес- 
кой и физической зависимости от них с развитием абстинсниии. В нанюй стране к наркомании 
относят патологическое пристрастие к веществам. которые указаны в Перечне наркотических 
срелств и исихотронных вешеств, утвержденным Правительством Российской Федерации (см. 
гл. 1.5). Употребление одним лицом сразу нескольких веществ из перечня называют полинарко- 
манией. Злоупотребления лругими вешествами считают токсикоманиями. 

Термии «наркотическое средство и психотропное вещество» включает 3 критерия: медипинс- 
кий, социальный и юридический. Они взаимозависимы и в правовом аспекте обязывают при- 
знавать срелство наркотическим только при наличии всех 3 критериев. 

Медицинский критерий состоит в том. что средство или вещество должно оказывать только 
специфическое действие на центральную нервную систему (ЦНС) (стимулирующее, седатив- 
ное, галлюциногенное), которое было бы причиной его немедицинского применения. 

Социальный критерий подразумевает, что немелицинское применение препарата приобрета- 
ет такие масштабы, что становится социально значимым. 

Юридический критерий исходит из общих вышеуказанных предпосылок н требует. чтобы 
соответствующая инстанция признала ланное средство наркотическим. 

Термин «психотропные вещества» также употребляется как с мелинипской. так и с юрили- 
ческой позиции. Международная конвенция о психотропных вешсствах 1971 г. определила, что 
в список психотропных всшеств могут включаться только тс. которые вызывают патологичес- 
кое привыкание, оказывают стимулирующее или депрессангное воздействие на ЦНС, вызыва- 
ют галлюиинации или нарушение моторной функции, либо мышления, либо повсдения, либо 
восприятия, либо настроения и если такос воздействие можст представить собой проблему для 
здоровья населения или социальную проблему. 

Термин «психоактивные вещества» ислесообразно применять к тем веществам. которые не 
отнесены к наркотическим и психотропным вешествам. 

„Лекарственная зависимость — форма зависимости, развивающаяся, как правило. в отноше- 
нии психотропных препаратов. В соответствии с положением. разработанным ВОЗ в 1964 г.. 
лекарственная зависимость опрелеляется как состояние психической или физической зависи- 
мости от некоего вещества. лействующего на ЦНС и принимаемого либо непрерывно, либо 
время от времени. Это определение охватывает по сути все биологически активные вещества 
и, следовательно, такие, как алкоголь, табак. наркотики и лр. 

Синдромы. общие для всех форм наркомании: 

• синдром измененной реактивности оргапизма к действию данного наркотика (зашитныс 
реакиии, толерантность. форма потребления. форма опьянения): 

синдром психической зависимости (психический комфорт в интоксикации); 

синдром физической зависимости (компульсивное влечение. потеря контроля над дозой, 

абстинентный синдром. физический комфорт в интоксикации). 

Эги 3 синдрома. составляющие большой наркоманический синдром. отличают наркомана от 
здорового человека. Структура наркомании растянута во времени. В развитии болезни синдро- 
мы возникают пе олновременно. Сначала возникают синдром изменснной реактивности и син- 
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зром психической зависимости. Употребление сильных эйфоригсиных срелств сопровожластся 

проявлением первого болезненного признака — влечения {синлром психической зависимости). 

Употребление слабых эйфоризирующих вешеств даст время для проявления симиломов. рхоля- 

ших в синлром измененной реактивности. затем становится наглядным влечение к повторному 

опьянсиню. Синлром физической зависимости формируется позже на фоне возникших и про- 
лолжающих свое развитие синлромов измененной рсактивности и психической занисимости. 

Нередко говорят о пристрастии. рассматривая этот термии как синоним зависимости. Тем не 

менее межлу понятиями сушествуют сушествеиные различия. По определению ВОЗ (1957). 

пристрастие — это состояние. связанное с периолической или постоянной интоксикацией. 

произвольно нызываемой потреблением натуральных или спитетических вешеств и характери- 
зуюшееся 4 признаками; 

• непрсололимым стремлением к погреблению вешестви; 

» ТСИЛСНЦНЕЙ к постененпому увсличенињю вводимой дозы; 

• психической или физической зависимостью от токсиканта; 

• опасностью как лля отдельного лнца. так и лля общества. 

Зависимость является лишь одним из нсогьемлемых атрибутов пристрастия. В настоящее 
время принято вылелять 6 основных тинов химического пристрастия: 

• морфиповый гип: сильная психическая и физическая зависимость с постепенным развити- 
см толерантпости; 

• барбитурат-алкогольный тип: выраженная психическая и физическая зависимоеть с разви- 
тием толерантности; 

• коканновый тип: сильная психическая зависимость. при отсутствии физической зависимос- 
ти; толерантность развивается только в условиях эксперимента; 

• каннабиноловый тип: выраженная психическая зависимость при отсутствии или слабо вы- 
раженной физической зависимости: отсутствие толерантности: 

• Галюциногенный тии: выраженная до сильной психическая зависимость при отсутствии 
физической зависимости: значимая толерзитиость: 

ә амфетаминовый тип: значимая. но инливилуаяьно по-разному проявляющаяся психическая 
зависимость при отсутствии физической зависимости; сильная толерантность. 

Под психической зависимостью понимается состояние. при котором химическое вешсество 
вызывает чувсгво удовлетворения. психического подъсма и которое требует периодически во- 
зобновляемого иди постоянного ввеления средства лля того. чтобы испытать удовольствие или 
избежагь лискомфорта. 

Физической зависимостью обозначается состояпис. когорос проявляется интенсивными рас- 
стройствами многих функций организма вплоть ло летального исхола, когда прекрашается 
введение соответствуюшего лекарственного средства. Характерными признаками физической 
зависимости являются: 

‚ повторное введение вещества в течение нескольких пелель; 

• обязательное сочетание с развитием толерантности [толерантность — привыкание, сниже- 
ние эффективности действия вешества (или пониженная реакния организма) при повтор- 
ном ввелснин |: 

• проявление физической зависимости. как правило. сопровожлается выраженной психичес- 
кой зависимостью; 

• проявления токсического действия вешества противоположны симптомам абстинситного 
снилрома: 

« отсутствие обязательной связи межлу перекрестной толерантностью и перекрестной физи- 
ческой зависимостью к препаратам разных групи; 

® максимальная интенсивность проявлений абстинетного сипдрома в первые 4 сут после от- 
мены с прекрашением симптоматики через 1—2 нед. 

При абстинениии резко проявляются ветелативные расстройства: серлиебиение. потливость. 
тахикарлия. В костях и мынииах появляются мучительно-болезнсиные. тяпушис боли («ломка»). 
Больным овлалеваст сильное беспокойство. сопровождающееся криками. стонами, появляются 
судороги (парестезия) конечиослей, огмечаются потеря апнегитя. тошнота. рвота. понос. боли 
в животе. бсссониица. Обман, подкуп. ложь. воровство — нсе пускается наркоманом в ход с 
пелью раздобыть парколик или что-мюо его замсняющсс. 


546 Глава 7 


Эйфорией обозначают состояние психики в наркотическом опьянении. Эйфория слагается 
из эмониональных проявлений. психических и соматических (телесных) чунствований. Каждо- 
му иаркотику свойственна особая структура эйфории. 

Для характеристики исмелишииского применения психоактивных субстаниий часто исполь» 
зуют термин «злотнотребаениее. который подчеркивает несоиместимость приема данного ве- 
шества с сушествующими соимальными нормами. Вместе с тем именно общество в конкретных 
исторических условиях опрелеляег перечень вешеств. запрешениых аля легального употребле- 
ния. Например. в некоторых мусульманских странах запрещен присм алкоголя. но ирин этом 
употребление опия или гашиша не считается грубым повеленческим отклонением. Изменение 
политических и социальных условий передко приволит к исресмотру официального отношения 
к психоактивным вешествам. Ие так лавио правительство Ирана ис только запретило наряду 
с алкоголем наркотики. по и ввело смертную казнь за их употребление н распространение. 
В других мусульманских странах (со светской формой правления) алкоголь фактически легали- 
зован. В Европе и США. песмотря на паличис алительных традиций употребления спиртных 
напитков. в разное время делались попытки запретить или резко ограничить употребление 
алкоголя («сухие законы» в дореволюционной России. США. Финляндии. СССР). В иско- 
торых европейских странах тралиционио исгативиое отношсние к употреблению наркотиков 
постепенно трансформирустся в свободный. контролируемый государством лоступ к ним (так 
называемый британский полход). 

Паралокс наркомании как патологии заключается в том, что в наркотической интоксикации 
больной чувствует себя значительно комфортнее. чем в обычных условиях. Это явление объяс- 
няется главным отличительным свойством наркотиков — вызывать эмоционально-позигивные 
и пейтрализовать эмоцпионально-негативные реакиин. Потому собственио состояние нарко- 
тичсской интоксикации субъективно не может восприниматься отрицательно, чго поллнерж- 
дастся результатами анализа жалоб больных. Послелиие. как правило, направлены на труд- 
ности в приобретении наркотика, абстинеитные явления при внезапной отмене препар:лов. 
снижение интереса к жизни, астенические явления, навязчивое или компульсивиое влечение 
к наркогику, плохое самочувствие вис наркотизацни. Перелко обращение за помошью проис- 
хопит в результате давления со стороны близких. Зависимость от наркотиков в болыпинсие 
случаев больными осознается. но в контексте жалоб прямо не звучит. В ходе лечения или вы- 
нужленного прекрашения наркотизации нерелко удастся лостичь состояния. обеспечивающего 
нормальную алаптанию лажс в тяжелых. нспривычиых условиях (например. в учреждениях с 
регламеигированиым режимом). Тем пе менее в абсолютном больннінстве случаев заболевание 
репидивирует. Наркоманы предпочитают взаимодейсгвовать с окружающей средой в патодо- 
гическом состоянии наркотической интоксикаиин. Как уже отмечалось выше, алаптационная 
способность больного на фоне регулярной наркотнзации может быть лучше, чем в преморби- 
де наркомании. Огмена наркотика ведет к обиажснию наркоманического дефекта личности 
или преморбилных личностиых аномалий. претерпевших декомиенсацию. В таком человеке 
«ложно не его наружнос. а сго внутреннее: он не хочет казаться пустой повсрхиостыо, какую 
он ирелставляет из себя на самом делс» (Ф. Нишне). В этих случаях говорить о стабилизации 
состояния. соответствующего преморбилному уровню. вообще не прихолится. Таким образом. 
соотношение понятий общей патологии «здороне—болезиь» как «адаптация —дезалаптация» в 
клинике паркоманий выглядит иначе: зздоровье—болезнь» как «адаптация —вторичная алапта- 
ция» (искусственная и патологическая по своей сути). 

Суммнруя изложенное выше. можно сделать слелуощие выволы. 

• Наркомании огличаются ат остальных соматических и психических заболеваний комплек- 
сом факторов. приволящих к невозможности использования в лечении данной формы па- 
тологии тралиционных кониеиций «здоровье—болезнь» и общепринятых методологических 
подходов к стратегии и тактике лечебного процссса. 

• Сисцифика наркоманий ведет к безусловному ломинированию частного над обшим. а имен- 
но к псобхолимости рассмотрения кажлого конкретного случая в контексте взаимодействия 
препарат—папиент—срела и невозможности создания унифицированных метолов лечения 
данной формы патологии. 

• Наркомании являются патологией. имсюшей не только медицинский, но и социальный 
асискт. Поэтому эффективность работы по борьбе с дапиой патологией определяется в 
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большой степени согласованностью мелииннских н пемсдипинских (социальных. право- 
вых. законодательных и т.д.) возлействий. Более того. преувеличение роли одной из сторон 
приволит к резкому снижению эффективности борьбы с наркоманиями (пример — провал 
ангизлкогольной кампании 1985—1986 гг. в СССР). 


7.2. НЕЙРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ НАРКОТИЧЕСКОЙ 
И ЛЕКАРСТВЕННОИ ЗАВИСИМОСТИ 


Нейрохимические механизмы развития зависимости 


Механизм лействия наркотиков как причины возникиовения лекарственной зависимости 
зо конца пе изучен. Однако в последпес десятилетие был достигиут значительный прогресс в 
исслеловаиии пейрохимических н нейроанатомических систем. которые имеют отношение к 
химической зависимости. Оказалось, что в процесс формирования пристрастия к алкоголю, 
опиатам и кокаину вовлечены общие биохимические механизмы, нссмотря на то что каждое 
зешество, к которому развивается привыкание. по-вилимому. действует на различные анато- 
мические иснтры этой системы. 

4 :коголь активирует норалрепалиновые рецепторы мезолимбической системы через каскад 
синаптических перелач. включающих серотонин. энлогенные опиоилы и дофамин. 

Опиаты. по-видимому, взаимодействуют с системой удовольствий через опосредованно 
отизтными репситорами активацию мезолимбической лофазиновой системы. Кроме того. вза- 
имолействуя пепосрелствеино с опиатными рецепторами ЦНС. опиаты и опиоилы вызывают 
соответствующую реакиию организма в виле аналгетического. эйфюорического. седативного и 
зругих эффектов. 

Кокаин является непрямым агонистом катехоламиновых рецепторов и. по-видимому. вызы- 
вает улопольствие в терминальных отлелах мезолимбической дофаминовой системы. 

Амфетамин и сто аналоги облалают способиостыо высвобожлать из гранул пресинаптичес- 
ких нервных окончаний норалреналин и дофамин и стимулировать. таким образом, централь- 
ные норалреналиновые и в большей степени лофаминовые ренепторы. Группа амфетаминов 
оказываст также неболыное ингибируюзщее влияние на активность моноаминооксилазы (МАО) 
и тормозит обратный нейрональный захват лофамина и норадреналина. 

Каннабис реализует свои эффекты через дофаминовые и серотюииновые рецепторы. 

Эффекты диэтиламила лизергиповой кислоты (ЛСД) проявляются путем воздействия ма ло- 
фаминовую и серотониновую системы; в частности галяюциногениый эффекг обеспечивается 
влияинем на серотопиповые рецепторы мозга. 

В качестве нейробиологических механизмов развития зависимости рассматриваются следую- 
шие. 

е Вешество — агонист ренептора (фенамин. наркотический аналгетик и лр.) угнетает высво- 
бождение нейромелиатора с одновременным уменьшением числа возбужлаемых рецепторов 
или изменением их фупкционапьных свойств. Эти изменения болес прололжительны. чем 
время лействня агониста. позтому в случае неввелсния вешества тонус нейромедиаторной 
системы понижается. что сопровожластся развитием абстинетного синзрома. 

» Токсикант повышаст выброс нейромелизтора из пресинаитических структур (например. 
усиление выделения лофамина ирин действии амфетамина) или блокирует сго обратный за- 
хват (кокаин). В итоге запасы нейромелизтора при длительном ввелении истошаюгся. Отмс- 
на препарата приволит к выраженному лефициту трансмиттера. гипофункции медиаторной 
системы. что и сопровожлается развитием абстиненции. 

• Препарат сенсибилизирует рецептор к действию нейромелитора. Развиваюшисся при этом 
адаптивные процессы болес прололжительны. чем лействие всщества. В итоге прекрашение 
ввеления вашества сопровожластся гипофункцией нейромслиаторной систсмы с развитисм 
синдрома отмены (беизодиазепины). 

• Вешссчва вызывают стойкие алаитивные изменения физико-химических свойств бпологи- 
ческих мембран и вследствие этого нарушение их возбулимости. Отмена препаратов приво- 
дит к развитию абстинениии (спирты. органические растворители — алкоголизм. токсико- 
мании). 
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Рис. 7-1. Медиалторные структуры мозга человска. участвующие в образовапин химической зависимости. 
Пояснение в тексте. 


Не так давно была предложена модель (рис. 7-1). описывающая комилекс нейроанатоми- 
ческих структур и нейрохимических реакний. участвующих в формировании механизма уло- 
польстиня мозга. названная нейромолулирующим каскалом удопольслвий («ће пеиготодщаюг 
темага сазсаае»). Нейрохимический лефицит мелиагоров. являющийся результатом злоупот- 
ребления психоактивными препаратами. по-видимому, приводит к неконтролируемому пове- 
дению (страстному желанию) как У людей. так и у животных. 

Серотониновые пейроны, на поверхности коюрых находятся репенторы (5-СН). в гипотала- 
мусе проспируются на метэнкефалиновые нейроны (МЭик). ингибирующие мезенцефалическую 
проекнию ГАМК-исйронон (рспспторов). Эти нейроны в свою очередь ингибируюг лофамино- 
вые (ДА)-нейроны, которые проецируются как на ростральные ялра шва, так и на латсральные 
дофаминовыс исйроны миндалины. ДА-нейроны мпплалины связаны нервными волокнами с 
КА.-областью гиниокамиа. Норалреналиновые (НА) нейроны синего пятна (сих соелщеиз) про- 
спируют на область гиппокампа (КА, соответствует несколько различиых областей), которая со- 
лержиг поралреналип. ГАМК-нсйроны. просцируюшие внутри гиппокампа, направляются к раз- 
личным НА-солержашим КА -обласлям. Иейроиситилы регулируют опиоидные нейроны. которые 
действуют па активироваиный ДА в ялрах шва (писи асситвепнз). Предолагают. что МЭнк инги- 
бируст пеизвестиый интернейрои, который в свою очередь вызывает взаимолействие ДА и ДДК 
{лофалекарбоксилазы). Представленный мехаиизм хотя и является экспериментально доказанным. 
тем ме менее значительно упрошаст проблему. Ни в коем случае нейробиологические осповы за- 
висимости нельзя рассматривать в отрыве от сложных исихофизнологических и психосониальных 
факторов. особенностей структуры личности больного наркоманией (см. выше). 

У всех вешеств. способных вызвать синдром зависимости, имеется общее звено фармаколо- 
гического лействия — характерное влияние на катсхоламиновую нейромелианию в лимбичсских 
структурах мозга. в частности в системе подкрепления. Эта система участвуег в обеснечении 
регуляции эмоционального состояния. настроения, мотивационной сферы, психофизического 
гонуса. поведения человека в целом. его адаптании к окружающей среде. 

Введение в организм любого наркотического или нсихогроиного средства зипускаст в ход 
цепочку биохимических реакций, которая приводит к адекватному ответу клетки или органа 
либо целого организма в виде специфической реакции. которая может быть оценена визуально 
или с помощью различиых ириборов. 

Опиатная эйфория слагастся из ощушения соматического наслаждения и эмоционального 
фона покоя. блаженства. расслаблениости. отрешениости от рсального мира (нирвана). Виеш- 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных... 549 


ние признаки наркотического опьяисния: сужение зрачков. бледносг, кожных покровов. су- 
хость слизистых оболочек и кожи. гипотония. угнетепис дыхания. понижениая активность 
кишечника. запор. Характерной особенностью морфиновой и героиновой наркомании явля- 
стся развитие абстинениии. Наркоманы. у которых абстиненция ярко выражена. припимают 
наркотики уже не для ошущения эйфории. а для того чтобы полавить абстинениию и быть 
работоспособпыми. 

После приема стимуляторов (кокаии, произволиые амфетамина) эйфория ошушастся как 
активация интеллектуальной лсятсльности. душевный подъем. интеллектуальное иросветленис. 
Наркогическое опьяпснис сопровожластся повышениым настроснисм. болтливослью. возбули- 
мостью, ощущением прилива физических сил. При присме стимуляторов выражена исихи- 
ческая зависимость, физическая зависимость незначительна. Однако при отмене препарата 
часто проявлястся выражсиная деирсссия с состоянием сильиейшей тревоги. Внешиие иризна- 
ки наркотического опьянения: расширение зрачков, повьцисние зсмписратуры тела. бяслиость 
кожных покропов. физическое истощение при спижении или отсутствии аппетита. 

Эйфория после приема галлюциногенов (ЛСД, гашиш) сопровождастся расстройством вос- 
приятия в сочетании с особым состоянием сознания мистического. фантастического солсржа- 
иня. Лизергиповое опьянение характеризугтся яркими, ивстиыми фантастическими картинами, 
галлюпннаторными исреживаниями. лезориситировкой во времени и простраистве, Терястся 
ошущение реальности, мир представлястся захвалывакиие интересным. Нередки исадеквагиые 
поступки, приводящие к летальному нсхолу и тяжелым правонарушениям. Внешние признаки 
наркотического опьянсния ЛСД: то расширение. то суженне зрачков в такт дыханию. ощуше- 
ние жара, повышение температуры, слюнотечение. Чувство голода одновременно с тошнотой. 
Внешние признаки гашишизма: расширенные зрачки. покраснение липа, дрожь в руках. по- 
вышение либидо и потенпии, усиление апистита. 

Все вьыцнеописанные симитомы являются диагностическими признаками лля определения 
характера наркотического опьянения. Однако для установления факта употребления паркоти- 
ков необходимо илентифиинировазль наркотическое срелство в биопробах. взятых у подозрева- 
емого (см. ниже). 


Боль и опиатные рецепторы 


Проблема боли и обезболивания с лавпих времеи привлекала внимание людей. Боль — яв- 
ление. затрагивающес различные аспекты деятельности человека и общества в пслом. Она 
служит симитомом болынинства острых и хронических заболеваний человека, создаст в совре- 
менном обществе ряд проблем медицинского, социального и экопомического характера. 

Тысячелетний опыт изучения феномсна боли показал, что. нссмотря на кажущуюся про- 
стоту этого явления, опо выражается в разнообразных физиологических, биохимических и 
психологических реакциях организма. которые тесно связаны со всеми сферами деятельности 
человеческого обшества. 

Существующие взглялы па рецепцию боли отражают теоретические воззрения. появивши- 
сся в МХ веке и до последнего времени практически пе вызывавшие сомнений. Определяю- 
щими считались два взгляда на рецненцию боли: наличие специфических болевых реценторов и 
восприятие боли любыми рецепторами. когда раздражающий стимул достигает определенной 
величины. 

Для изучения механизмов формирования боли большое значение имело открьпие опиат- 
ных ренепторов и медиаторов. взаимолсӣствуюших с реиситорами в различных отделах мозга. 
Впервые существоваиие реценторных зон па повсрхностных мембранах нейронов. высокоаф- 
финных к молекулам морфина. было продемонстриронано в 1973 г. 

Опиоилная система яключасг опнатные рецепторы. опноидные пентиды, а также ферменты. 
осушествляющис синтез и расщепление опиоилных ипентнлов (рис. 7-2). 

Опиатпый репентор — клеточный рецептор. способный избирательпо взаимодействовать с 
морфином или искоторыми нейроиситилами (энкефалинами. эндорфинами, динорфинами). 
Конформапионное состояние опнатного рецептора, способного к взаимодействию. определя- 
стся в первую очередь кониентрацией ионов натрия в среде, окружающей клетку. В настоящее 
время идситифицировано иссколько типов опиатных рецепторов: мю (р), дельта (А) и капна 
‘кз. Было установлено. что А-рецепгоры подразлсляются на А, и А,. Сродство опиатов и опио- 
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Рис. 7-2. Действие эндогенных и экзогенных опиатов из оииатцые рецепторы (по |аЙтапи И. е а, 
2000). 


илов к опрелеленному типу ренепторов объясняст различия в их фармакологическом лействии 
(рис. 7-3). 

л-Рспепторы имеют высокос сродство к энкефалинам. Различают и песколько субтинов 
к-репепторов. џ- Рецепторы реализуют слелующие эффекты наркотиков: супраспинальную ана- 
лгезию. эйфорию. угнетение лыхапия, физическую зависимость. Лигандами лля к-рецепторов 
ивляются лругис бсизоморфановыс пренараты. Черсз к-рецситороры рсализустся спинальпая 
аналгезия. миоз. ссдативныс эффеклы. гипотензия. 

Нелавио р-. А- и к-рецепторы были клонированы, что позволило объединить их в групиу 
С-белоксоиряжсиных реиспторов (см. гл. 3). Опиатныс рецситоры обнаружены в различных 
центрах гипоталамуса. сгвола мозга, в миокархе, широко представлены на исриферии. 

Механизм аналгетического лействия морфина заключается в нарушения суммирования бо- 
левого импульса. В таламусе. который являстся коллектором боли, происхолит суммирование 
болевых импульсов. Если ввести морфин и нанести одиночный болевой раздражитель (олиноч- 
ный укол), то организм отреагирует на такую боль. Морфии действует только лля устранения 
множественного потока болевых импульсов. папример с рапсвой поверхиости. Морфин ока- 
зывает влияние на лимбический отлел мозга, гле происходит эмоциональное восприятие. на- 
рушаст эмоциональную и психическую оненку боли. устраняет страх. ужас. В путях перелачи и 
интеграции оценки боли мелиагорами япляются сиснифические пептиды — энлорфины и энке- 
фалины, которыс обеспечивают эффект обезболивания, связываясь с опиатными рецепторами. 
Энкефалины — два близких по своей структуре пептила, состоящих из пяти аминокистотных 
остатков. Один из них. получивший название метионин-энкефалина. содержит послелователь- 
по расположениые остатки тирозииа. глинина. фенилаланина и метионина. в то время как в 
другом. названном лейцин-энксфалином. пятый аминокислотный остаток представлен лейпи- 
ном. Иммунохимические метолы (ИХМ) позволили установить распределение энкефалинов 
в ткапях мозга. которое повторяет распределение ониатпых реценторов. Кроме тканей мозга, 
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высокая коицентрания энкефалинов была обнаружсна в эпителии желудочио-кишечного трак- 
та позвоночных, что, очевилио, объясияется филогенстичсской близостью пищеварительной 
и нервной систем. Увеличение солсржания медиаторов (агонистический эффект) приволит к 
торможению, уменыиснию боли. Морфин является агопистом опиатных рецеиторов, повторяя 
эффект эндорфинов и энкефалинов. способствует выбросу энлорфинов из пресинаптической 
мембраны (рис. 7-4). Но морфаги оказываст и пспрямос действие. Эндорфины и энкефалины 
разрушаются ферментом энкефалиназой. Непрямой эффект морфина связан с угнетением ак- 
тивности этого фермента. 

Распространенность опиатных рецепторов и их чувствительность весьма различаются у кон- 
крестных инливидуумов. причем мужчины в основном хуже переносят боль. чем женщины. 


Серотонин и депрессии 


Серотонии (5-окситриптамин. пронзвойнос аминокислоты триптофапа. ѕегоіопіп) — нейро- 
трансмиттер ЦНС. Серотонин янляется одним из физиологически активных биогенных аминов 
в организме животных и человека. промежуточиым продуктом метаболизма тринтофана, проис- 
ходяшсго в основном в хромаффиниых клетках тонкой кишки. серотопинсргических исйронах 
мозга, громбоцитах крови. Серотонин оказынает сильное влияние на тонус сосулов, принимаст 
участие п гуморальной регуляции функиий центральной первиой. пишеварительной. вылели- 
тельной, эндокрииной систем. Нарушения в обмене серотонина, сго недостаток в организме 
приволят к депрессии. шизофреши, бессониинце. инфаркту миокарда. язвенной болезни и дру- 
гих форм патологии. спижают настроение, полавляют сексуальные желания. влияют па память. 
Несмотря на жизненио важную роль серотонина. солержание его в организме весьма мало. На- 
пример. почти весь ссротопин циркулирующей крови сконцентрирован в тромбоцитах (0.02—0.6 
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Рис. 7-4. Пресииаптическая мембрана. межсинаитическая щель и опиатный рсисптор (ло лаиным МОА). 


мг/л серотонина). Изменение обмена и фуикний серотонииа в ЦНС нод действием галлюнино- 
гспов (ЛСД. мескалин и др.) и наркозиков амфегамвиового ряда сопровожластся изменением 
концентраипии серотонина в крови. По мнению специалистов. основным механизмом действия 
экстази является усиленный выброс серотонина в мозг. что и обусловливает все приятные эффек- 
ты. Когда занасы серотонина истоценогся. человек становится усталым и раздражительным. По 
видимому. происходит гибель пролуцируюших серотонин клегок. Например. лаиные судебно- 
химической экспертизы свилетельствуют о значительном снижении (более чем на 80% срецнен 
нормы) содержания серогонина в мозге человска, погибшего от передозировки экстази. Однако 
ло тех пор. пока полобные результаты не будут коррелировать с данными генетической экс- 
пертизы (см. гл. 3.3). можно сделать и обрагиый вывол. Человек с генегически обусловленным 
низким уровием серотонина с большей вероятностью будет использовать наркотик во все воз- 
растающих дозах. Тем пе менее определение уровней сывороточного серотоиниз имеет большое 
клиническое значение для диагностики. в том числе при ллителыюм уногреблении наркотикон. 
В результате специального набаюления ная большой группой испытуемых с близкими исхол- 
пыми уровнями серотонина было установлено менынее количество серотонина в определениых 
зонах мозга людей, припимавших МДМА. по сравнению с коитрольюй группой (генетические 
исследовиния не проволились). причем женшины оказались чувствительнсе к потере серотони- 
на. чсм мужчины. Поскольку серотонин отпосится к мслиаторам ЦНС. то различные изменения 
окружающей обстановки могут влиять из сго кониснтраиню в организме лаже здорового челове- 
ка. Поэтому при выборе метода определения биогснных аминов необходимо определить исли и 
задачи, когорые ставит перел собой исслелователь. В настожмиее время лля определения биогеи 
ных аминов в биологических жидкостях челонска используются иммунохимические и ралиохи- 
мические метолы. газовая хроматография (ГХ). высокоэффекливиая жидкостная хроматография 
(ВЭЖХ), канилляриый электрофорез (КЭ). ГХ с масс-селективным детекгированием (ГХ-МС). 
ВЭЖХ-МС. КЭ-МС (см. гл. 6 и ниже). Оянако наилучшие результаты можно получить при 
мсетабопических исследованиях т мха метолом ВЭЖХ — ядерный магнитный резонанс — масс- 
спектрометрия (ВЭЖХ-ЯМР-МС) (см. рл. 6.4). 


Никотиновая зависимость и злоупотребление никотином 


В течение 10 с после вдоха табачного дыма пикогин достигает мозга и начинает лейство- 
вать на опрелеленные группы нейронов. па поверхности которых нахолятся реиспторы. Как 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных.,. 553 


известно. нейромелиаторы посредством рецепторов заставляют мозг вырабатывать те или яные 
нешестви. участвующие в регуляции рабоғы всего организма. Никотии. не являясь нейроме- 
лиагором. способен связываться с репелторами. предназначеиными для другого нешества — 
анетилхолина. Никотин запускает в работу ацетилхолиновые рецепторы в отсутствие ацетилхо- 
ина. Более того. он лелает эти рецеиторы песпособными реагировать на воздействие апетил- 
холина, снижая их чувствительность к исму. Снижение чувствительности репенторов па фоне 
хронического потребления никотина приволит к образованию лополнительиого количества 
ацетилхолиновых реиспторов в головпом мозге. В результате мозг курильшика имест огром- 
ное число ацетилхолиповых репепторов. отличающихся повышенным сролством к никотину. 
Воздействие пикотина па ацетилхолиновые рспситоры ириволит к усилению продукини ряда 
ругих вешеств. К ним относятся: порадреналин, серотонин. дофамии, зистилхолии. гамма- 
амипомасляная кислота (ГАМК), глутамат. эндорфины. 

Норадреналин действуст как стимулятор. Он опрслсляег уровень боаретвоваиня головного 
мозга, обеспечивает концентрацию внимания. энергию. побуждения. Это вешество влияет на 
вссь организм: повьпнаст артериальное давление, увсличиваст частоту сердечных сокрашсиий и 
дыхания, что в целом способствуст рабочей мобилизации организма. Имснно поэтому куриль- 
шики считают, что сигареты позволяют им лучше сосредоточиться. стать бодсе работоспособ- 
ными. Недостаток порадреналииа проявлястся отсутствнем амбиций. побужлений. а также ле- 
прессией. Вероятно, дефицитом поралреналина обусловлено то. что у курильшиков снижаются 
концентрация внимания и работоспособиость при перерыве в курении. 

Серотонин (см. выше) — пейромелнагор эмоциональной стабильности. При сто дефиците 
у человека появляются раздражительность, недостаток положительных эмоций. бессонница. 
Считается. что неожиданные псобъяснимыс слезы, а также суинилалыные мысли и лействия 
могут быть связаны с недостатком серотонина. 

Дофамин пазывают сшс пейромелиатором уловольствия (рис. 7-5). Оп вырабатывается в 
головпом мозге. когла человек испытывает удовлетворение от происхояяшего. Для выработки 
тофамина псобходимы амипокислота фенилаланин м витамин В,, которые участвуют в сго 
синтезе. Поскольку количество этих вешеств в рапионе может быть ограничено. а у курильши- 
ков происходит повышенный расхол витамина В,. некоторые люли испытывают хронический 
дефицит положительных эмоций. Пол лействием же никотина происходит обман организма. 


Рис. 7-5. Иресиваптическая мембрана, меҳсиншттичсская щель и лофамииовый рецептор (по данным МТОА). 
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Ни самом деле повода для положительных эмоций нет. но клетки. выделяюшис дофамин. 
получают химический сигнал о необхолимости сго выделения. Курильшик действительно нс- 
нытывает состояние, которое принято называть удовольствием. Но в результате такого пикоти- 
нового полетегивания лофаминергических структур их способность вылелять дофамии в ответ 
на обычные сигиалы истошается. 

ГАМК — олип из наиболее распростраиениых нейромедиаторов головного мозга. который 
присутствует в большинстве структур и отвечает за их торможение. Поэгому психологической 
характеристикой. котория соотвегствует действию ГАМК, является спокойствие. При педо- 
статке ГАМК человек испытывает грсвогу, приступы паники. Для синтеза ГАМК необходимы 
глутамин и витамин В,. 

К процессам поддержания никотиновой зависимости также могут быть причастны глута- 
мат. который отвечает за активизанию клеток головного мозга. эняогенные опиоилы (или 
энлорфияы) и энлогенные каннабиноилы. Учасгие этих веществ в реакции головного мозга 
на воздействие никотина может. с одной стороны. объяснять то. что многие курнлыники по- 
разному описывают лействие курения на их состояние. а с другой — объяснять повышенную 
распространенпость потребления нелегальных наркотиков среди курилыциков. 

Психическое и физическое состояние курилыника, а также ситуация, в которой происхолит 
курение. могут влиять на то. каким образом отдельная сигарета булег возлействовать па иси- 
хологическое восприятие и физнологическую реакцию, например она может вызвать и ошу- 
шение расслабленности. и ошушение бодрости. В стрессовых ситуациях сигарста может дейс- 
твовать как успокаивающее средство, а в сигуаиии расслаблениости — как стимулятор. Такая 
неолнозначная реакция головного мозга на воздействие одного и того же вещества имеет под 
собой вполне оирсделеиную исйробиологическую основу. Никотинчувствительные аистилхо- 
линовые рененторы в головиом мозге мпогочисленны, расположены в различных структурах 
мозга, имеюг множество различных типов и в зависимости от структуры и места расположения 
могут выполнять как стимулирующую. так и тормозяшую функнию. В целом же пикотинчувс- 
твительные рецепторы выполняют самые различные психические функции: внимание. память. 
обучение. Клинические данные свидетельствуют о том. что никотинчувствительные рецеиторы 
залействованы в патогенезе таких заболеваний, как болезни Альцгеймера и Паркинсона, сип- 
пром Туретта, шизофрения. депрессия и гл. 

Никотин стимулирует мозг. в результате чего выделяются дополнительные порции серотони- 
на и дофамина, которые могут созданать состояния эмоциональной стабильности и уловлегво- 
рения. и у курильшиков быстро развивается привычка регулярного курения. В конечном счете 
курилыцики нуждаются в увсличивающемся уровне никотина, чтобы чувствовать себя знормаль- 
по». и как только содержание никотина в крови снижастся ниже некоторово уровия, они испы- 
тывают желание закурить. Это осгрос желание заставаяст курилыцика испытывать стресс ло тех 
пор, пока желание не удовлетворено. Чувство облегчення. когла это желание накоиси-то улов- 
лстворено. курильщики обычно воспринимают как «расслаблепие». Таким образом, потребление 
табака пс облегчает нсизбежныс стрессы, а фактическн вызываст дополнительные стрсссы. 

Согласно Международной классификации болезнсй 10-го пересмотра (МКБ-10) и диагнос- 
тическому руководству Американской психиатрической ассоциации (025М-1У), иикотиновая 
зависимость признана психическим расстройством. Никогиповая зависимость является, воз- 
можно, паиболес распространенным психическим расстройством. По лаиным американских 
исследований. люди с никотицовой зависимостью составляюг 24% населения. что соотисгс- 
твует примерно пояовине тех, кто когда-либо курил ежедневно в течение | мес или более. 
При этом распространенность никотиновой зависимости в стране может не соответствовать 
распространенносги курения. поскольку успешные меры по контролю мад табаком приводят 
к избирательному прекращению курения менее зависимыми курилыциками и накоплению в 
популяции курильщиков людей с выраженной никотиновой зависимостью. 

Как показывают исследования. че курилыники, которые отличаются выраженной зависимос- 
тью от никотина, являются принципиально иной группой по состоянию злоровья. У них более 
низкий уровсиь, качества жизии, они чаще болеют, и у половины нз них обпаружены признаки 
по меньшей мере еше одного психического расстройства. 

Скорость формирования никотиновой зависимости может быть различной и зависит. со- 
гласно результатам исслелований. от генетических факторов и возраста начала курспия. К ге- 
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нетическим факторам. влияющим па скорость и вероятность формирования зависимости. от- 
носятся как особенности функционирования ферментных сисгем. отвечающих за метаболизм 
никогина. так и биохимические особсипости. прелрасполагаюшис к развитию тех или иных 
психических расстройств. В пользу генетической обусловлениости самой никотиновой зави- 
симости спидстельетвует. в частпостн. нсравиомерное распределение люцей с пикотиновой 
зависимостью в разных семьях. Счигается. что если курение пачинается в молодом возрасте. 
когда отлельные структуры головного мозга продолжают формироваться. развитие пикотино- 
вой зависимости становится более вероятным. Провелениое во Франции исслелование позво- 
лило предположить. что стеиснь выраженности никотиновой зависимости у курильщиков пол- 
росткового возраста обратио пропорциональна возрасту начала курения. Результаты опросов 
показывают, что 80% взрослых курильшиков начали курить в подростковом возрасге. Данные 
литературы указывают на то, что у курильшиков с болыней вероятностью развивается лепрес- 
сия. а те. у кого имеются признаки депрессии. с больней вероятиостью курят. Связь межлу 
куренисм и депрессией позчеркивастся также тсм фактом. что лепрессия является одиим из 
важиейших компонентов синарома отмены никотина у курильщиков. пытающихся отказаться 
от курения. 

Общсизвестна связь между курением и расстройсгвами. связанными со злоунотреблени- 
см химическими всществами. У молодых люлей в возрасте 12—17 лет. которые курят. риск 
употребления в будущем наркотиков повышаегея более чем в 10 риз по сравнению со своими 
ровесниками. которые не курят. Люди. когорые иачинают курить в детском возрасте. почти в 
4 раза чаше становятся раулярными потребителями наркотиков. чем те, кто пе стал куриль- 
шиком в детском возрасте. 

Если для начала потребления наркотиков наибольшее значение имеют социально-психоло- 
гические факгоры, то продолжение потребления обычно поддерживается сформировавшейся 
зависимостью. Здесь болес важными становятся биохимические процессы формирования за- 
висимости, и на этом пути разные химические вешества могут усугублять действие друг друга. 
Известно, что срели потребителей царкотиков куряших в среднем в 3 раза болыше. чем среди 
населения в пелом. При этом у потребигелей исскольких наркогиков. так называемых ноли- 
наркоманов. вероятность курения оказалась в 2.35 раза выше. чем у тех. кто потреблял один 
нелегальный наркотик. Успешность прекращения курения у потребителей наркотиков также 
была в 2 с лишним раза пижс. чем срели насслепия в целом. Курилыцики. особенно те. кто 
курит много, с больней вероятностью употребяяют алкоголь и приобретают алкогольные про- 
блемы, чем нскурящие. Статистические ланные полволяют сделать некоторые обобщения. 

• У курильшиков всроятиость употребления алкоголя па 30% выше. а вероятиость развития 
алкоголизма в 10 раз выше. чем у некурящих. 

® От 80 до 95% всех анкоголиков являются курильщиками, а 70% всех алкоголиков выкурива- 
ют более одной пачки сигарет в день. 

» Начало регулярного курения обычно происходит за много лет до развития алкоголизма. 

Взаимное усиление алкогольной и пикотиновой зависимости может быть обусловлено раз- 
личиыми механизмами. В частности. извсстно синсргическое действие пикотина и ацетальде- 
гида. который является пролуктом обмена этапола в организме. 


7.3. ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ, 
ПСИХОТРОПНЫХ И СИЛЬНОДЕИСТВУЮЩИХ ВЕЩЕСТВ 


Сушсствусг вссколько классификаний психоактивных веществ. которые люли принимаю 
без медининских показаний и к которым развивается зависимость. По даниым Межлупаролно- 
го комитста по контролю паркотиков (МККН). всс существующие наркотики делят по харак- 
теру их воздействия на ЦНС на 3 болыних класса: селативные. стимуляторы и галлюциногены. 
Внутри каждого класса вылеляют отдельные группы (см. электропное приложение). 

|. Седативныс. 

• Собственно наркотики (опиаты и опиоилы): героин. морфин. опиум. препараты опия. син- 
тетические и полусинтетические вещества с морфинополобным типом действия. 
» Селативио-снотвориые препараты: барбитураты, бензолиазепины, алкоголь, метаквалон. 
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П. Стимуляторы. 
• Кокаин. 
САР. 
ПІ. Галлюциногены. 
ЛСД-5. мескалин. псилонин, МДМА н др. 
Препараты кононли. 
Наиболыпую опасность представляюг наркогики. относяшинеся к опийной групе. 


7.3.1. Опиаты и опиоиды 


Что ныне спедобьем слывст, то завтра станст ядом. И чо ж? 
Лекарством этот яд опять сочгут больные. 
Рудаки. 941 а. 


По международной классификации, термин «опиаты» определяет всшества, близкие по сво- 
ей химической структуре к морфину. а термин «опиоилы» — вешсства. оказывающие морфи- 
ноподобное действие па человека. по имеющие структуру. отличающуюся от морфина. 

К опиатам относятся морфии. героин. колсин. лионин. 6-О-монозиетилморфин (6-МАМ 
и др.. к опиоидам — фенциклилии. металон. фентанил. кетамин, бупренорфин и др. (см. элек- 
троннос приложение) 

Уже 6000 лет назал мак был знаком аревним шумсрам. Шумеры пазывали его грастснисм 
ралости». Мак был известен и в Египте. Возможно. что его использовали жрецы в мистических 
культовых действиях. Расконки в Гранаде н Швейцарни показывают, что мак известен в Европе 
минимум 4000 лет. Историки считают. что в то время мак культивировали прежле вссго из-за 
сго семян с пелью получения масла, а не из-за сго наркотического действия. Древние греки 
назвали млечный сок описм. Опий упоминастся Гомером в «Илиалс» и «Одиссесье. Гиинократ 
использовал опий в качестве лекарственного средства. Тсофраст из Ересоса сообіцаест о примс- 
иснии мака в медицине (370—287 г. ло н.э.). После завоевания Греции Римом паркотик панал 
распространяться лальше на Занал. Римляне широко использовали опий в медицинских целях. а 
также в качестве яда. В \!--УИ веках н.э. арабы в холе своих завоевательных нохолов завезли мак 
в Персию, Индию и Китай. В Китае. где опий приобрел очень большое значение, сго поначалу 
не курили. а сли. Опий часто употребляли потому. что он подавляет аппетит, а в Китае были 
болыние проблемы с продовольствием. В 1820 г. китайское правительство запретило ввозить 
опий в страну, что повлекло за собой две так называемые зопиумные войны» с англичанами, лля 
которых Китай был самым выгодным рынком сбыта. Англичане побслили. и через 38 лет ввоз 
опия в Китай был вновь разрешен. В ХІХ веке опий широко использовался в мелицииских целях 
в США и Запалной Гвроле. Немсдипинское потребление опия было также распространено. 

Морфин в чисгом виде получили в 1803 г.. но в качествс паркотика оп стал использоваться 
намного позже. Толчком послужила фринко-прусская война 1871 г.. когда морфий повсемест- 
по применяли как болеутоляюіцес средство и раненые стали быстро привыкать к нему. Веплсс- 
ки морфинизма всегда бывают во время и после войн. 

По данным ООН. в 2004 г. около 4500 т опия (450 т в морфиповом эквиваленте) составили 
предмет подпольной торговли. 

В начале 90-х годов ХХ вска Мьянма. а вместе с ней и региои «Золотого треугольника» — 
общирный регион Юго-Восточной Азип, в который вхолят части территории Бирмы {Мьян- 
мы). Таиланда и Лаоса, являлись велущими мировыми произволигелями ониума и экспортера- 
ми геронна, на их долю ириходилось около 60% нелегального производства наркотиков в мире. 
В серелине 90-х голов мировая ситуания в области незакониого оборота опиатов стала ме- 
няться в пользу преобладания ония и героина афганского ироисхождения. К 2000 г. основным 
ноставшиком паркотиков опнйной труппы (опий, морфии. тероин) на мировые наркорыпки 
стал регион так называемого «Золотого полумссяца». территория которого напоминает дугу и 
находится в районе Юго-Запалной Азии. нростирастся через Пакистап. Иран и Афганистан. 
На территории Афганистана сосредоточено до 75% мирового производства опиума. 

Препараты грунты ония используют в медипиие в качестве апалгстиков для купирования 
болевых ошущений. подавления капля и лечения диареи. 
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Опий как паркотик. вызываюший приятные ошушения. излавна употребляют в пишу и 
курят. В Нилии опий использустся прсимушествсино для жевания, в Китае тралиционным 
являстся курение. В России чаще всего растворяют опий в подкислсиной воде и вводят виут- 
ривенно. 

Опий (Орінт, Гаи4апит. Месотит) — это высохший па воздухе млечиый сок, вылеля- 
юшийся из палрезов на незрелых коробочках различных вилов снотворного мака (Рарахег 
ѕоттўеғит). в которых и период лехиической (опийпой) зрелости наканливается ло 2.5% 
алкалоидов, либо упарсиный эксгракт маковой соломы (экстракинонный опий). Из опия вы- 
лелено свыше 20 алкалонлов. огтносяшихся к полгруипам фенантреновых и изохинолиновых 
закалоплов. 

Сбор ония происходит путем надрезов головок мака на корню. при этом пользуюгся спе- 
пиальными ножами. позволяющими наносить олновременно 2—3 параллельные насечки. Го- 
ловки надрезают во второй половине лия. До утра выступимиий сок усневаег подсохнуть, 
леластся пепрозрачным и постепенно изменяет ивет от молочно-белого ло бурого. Операнию 
налрезания коробочек и сбор загустевшего опия-сырпа повторяют несколько раз ло полного 
истощения коробочек. Опий-сыреп содержит до 45% воды. 3З—30% (в среднем 11%) морфина 
и 1% кодеина и может сразу идти на переработку. 

От прорасгания семяи ло созревания опия нрохолит около 6 мес. Было подсчитано. что если 
на одном растении 3—5 коробочек и в | коробочке находится 10—100 мг опия. то с 1 акра (0.4 та) 
можно собрать до 7 кг опия (17.5 кгс 1 га). Содержание морфина в опии составляет 3— 309%. 
в среднем 1195 (из И} кг опия получают около 1 кг морфина), Таким образом. с | га посадок 
мака за год (2 урожая) можно получить 3.5 кг морфина. 

Химический состав опия: морфин (3—30%). кодсип (1—5%). тебаин (1—4). папаверин 
(1—6). носкапин (4— 15%). другие алкалоиды (0.5—2%), меконовая кислота (5—10%). смолы 
{5—10%), жиры (1—4%). камедь и другие водорастворимые вешества (40—605), зола (4—89), 
вола (35-30%). 

Из брикстированиого ония получают опий в порошке (Оріхт ритекшит). настойку опия 
простую (Птешга Орй хітріех). пастойку опийно-бензойную (Илсига Орй Бепсоіса) и экстракт 
опия сухой ( Ёмғасшт Орй яссит). Широкое применение имест препарат омнопон (синонимы: 
пантопон. Ѕотроп). который прелставляст смесь гилрохлоридов алкалоилов опия. Содержит 
45.40% морфина и 32-—35% других алкалоидов. Цвег порошка от кремового до желто-корич- 
невого, хорошо растворястся в воле, волные растворы при взбаллывании сильно пепятся. 

Действие в основном зависит от морфина. но опий содержит и лругие вещества, расслабля- 
юишше гладкую мускулатуру. Омнопой иногла лучше псреносится. чем морфин. реже вызываст 
спазмы глалкой мускулатуры. Используется в медипине внутрь или подкожно. В лечебной 
практнкс высшая разовая лоза составляст 30 мг. высшая сугочная доза — 100 мг. 

Наркоманы используют опий. обработанный уксусным ангилрилом. — так называемый апе- 
уилнрованный опий (жаргоннос иазвапие «сулгыга»). Содержит морфин. кодеин. тебаии. аис- 
тилкодсин. героин. моноанетилморфии. Представляет собой коричневую. гемно-коричневую 
либо желтую жидкость. имсюшую характерный запах. 

Маковая солома — Рорру гам (синоним: кокнар. жаргонное название — «кукнарә) — все 
части (за исключением семян) любого сорта мака. собранные любым способом. содержащие 
наркотичсски активные алкалоиды опия. Наркоманы часто обрабагывают маковую солому ук- 
сусным ангилридом и различными растворителями. полученный препарат вводят внутривенно. 
комбинируют с лимедролом. Обработанный препарат наркоманы называют «химией». Кокна- 
ризм (разновидность опийной наркомании) распростраиси в Казахстане. Узбекистане. Талжи- 
кистане и других странах. исповелующих исламскую религию. В Азербайджане наркоманы лля 
внутривенного ввеления в 89.6% случаях применяют кокнар. Коробочки мака (после отделения 
семян) наряду с опием служат сырьем лля производства морфина и лругих алкалоидов мака в 
хнмико-фармацевтической промышленности. Зрелые коробочки мака солержат (в пересчете 
ма возлушино-сухой вес) 0.3—0.6% морфина, 0.07% колсина. до 0.05% папаверина, ло 0.08% 
наркотипа. 

Морфин. В 1803 г. немецкий аптекарь Сетюрнер разделил опий на составляющие и выде- 
лил из него порошок, очень малые количества которого вызывали крепкий сон. Обнаружен- 
ное вещество аптекарь пазвал морфином в честь греческого бога сна Морфея. Однако синтез 
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морфина был осушествлен только в 1952 г.. когда 
была установлена его химическая структура. Синтез 
оказался дорогостоящим. и морфин продолжают по- 
прежнему получать из ония-сырия. 

Морфии (рис. 7-6) — белый кристаллический 
порошок, желтеющий при хранении. Морфин ока- 
зываег тормозящее влияние на условные рефлексы. 
понижает возбудимость дыхательного и кашлево- 
го центров. Примсняют морфина гилрохлорид как 
болеутоляющее средство при травмах и различных 
заболевапиях. сопровождающихся сильными боле- 
выми ощущениями (злокачественные повообразо- 
вания. инфаркт миокарла и др.}. при полготовке 
больиых к операции и в нослеоперзиноином верио- 
ле. при бессоннние. связайной с сильными болями. 
Применяется в порошках и таблетках лля орального 
применения и н ампулах лля иньекний. Высшая разовая доза внутрь и подкожно 20 ме, высшая 
суточная доза 50 мг. Смертельной для человска считают дозу морфина подкожно выше 100 мг, 
перорально — от 300 до 1400 мг 

К морфину быстро развивается привыкание, поэтому наркоманам прихолится постоянио 
повышать лозу. ипогда в 100 раз и более превышающую начальную. 

Токсикокинетика и биотрансформация. Биолослупность морфина составляет около 20—30% 
при пероральном применении. так как происходит его интенсивная биотрансформация в пе- 
чеми и в меньшей степени — в стенке кишечника. При внутривенном введении морфина мак- 
симальный фармакологический эффект развивается через несколько минут, при подкожном 
и внутримышечном введении — через 15 мин. Затем кониентрация препарата в крови резко 
падасг (см. ниже рис. 7-10). Т. для морфина составляст 2—3 ч. с белками плазмы связывастся 
20—308 препарата. Терапевтическая концентрация морфина в илазме (0.01—0,07 мкг/мл. 

Основные пути биотрансформации морфина — конъюгирование с глюкуроновой м ссрной 
кислотами с образованием морфин-3- и морфин-6-глюкуронилов. а также 6- и 3-сульфатиых 
копъюгатов. В процессе рсакцин №-деметилировання образуюлся норморфин. 3-О-метилиро- 
вания — кодеин. №-окисления — М-оксид (см. ниже рис. 7-9 а, б). 

Распрелеление в организме: накапливается главным образом н почках. печени. легких и 
селезспке. Быстро покидает кровеноспое русло. перераспределяясь в парсихиматозиые орга- 
ны — печень, почки. легкие. селезенка, мозг (в 2—5 раз выше коницентраиия. чем в крови), а 
также в скелетные мышны и миокард. При хроническом применении морфин накапливается 
в волосах и ногтях. 

Экскреция метаболитов морфина. а также пеизмененных молекул пронсходит в основном с 
мочой. После парентерального введения ло 90% морфина вы- 
нолится с мочой за 24 ч, причем 10% в виле свободного мор- 
фина. 65—70% в конъюгированной форме. До 10% морфина 
выделяется с желчью. 

Кодеин — олин из наркотически активных алкалоидов опия, 
впервые полученный в 1832 г.. является 3-О-метилморфином 
(рис. 7-7). Получают экстракцией из растительного сырья: ма- 
ковой соломы и опия. 

По характеру действия кодсин близок к морфипу. но боле- 
утоляющие свойства выражены слабее; сильно выражена спо- 
собпость подавлять возбудимость кашлевого центра. В меныцей 
сгепени, чем морфин. угнетает дыхание. Применяют главным 
образом для успокоспия кашля. В сочетанни © ненаркотичес- 
кими аналгетиками (апальгин. амидопирин). кофеином. фе- но’ 
нобарбиталом применяется при головных болях. невралгиях. 

При повторном применении коденна может развиться при- Рис. 7-7. Структурная формула 
страсгие. коленпа. 


МСН; 


Рис. 7-6. Структурная формула морфина. 
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Осповпые метаболиты героина: 6-МАМ. морфин и морфии-З-глюкуронид. 6-МАМ — ме- 
таболит. обеспечивающий аналгетическое и наркотическое действие героина и характерный 
только лля героина. служит маркером его употребления. в отличие от морфина и кодсина. 

Распределение в организме: накапливается главным образом в почках. мозге. легких. 

Выведение: ло 80% позы вылслястся с мочой в первые 24 ч. главным образом в виде мор- 
фин-3-гяюкуронила. от $ ло 7% — в виле своболного морфипа. 1% — 6-МАМ. 0.1% — иемз- 
мененного вешества. 

Эффективность действия (биодоступность) опиатов обусловлена способом введения. 

Хронические наркоманы предпочитают высоконаркогенную смесь герониа с кокаином или 
с крэком (см. далес), которую называют ѕрсса Бай или сгапК. смесь героина с ЛСД — Егпіѕсо 
ҳрсса Бай. 

Основной способ введения героина в странах Юго-Восточной Азин и Пилерлаплах — влы- 
хание паров. курснис паркотика; в Россни и США болес типичным является виутривениос 
ввеление. Ингаляиионный сиособ применения героина является популярным у подростков и 
молодсжи и опенивается специалисгами как начальный этап развития пристрастия к героину. 
Ужс через месяи систсматичсского употребления исчезает эйфорическая стадия интоксикации, 
что побуждист человска увеличивать дозу. Суточная лоза у наркоманов может достигать 2 г 
сухого вещества. 

При инутривенном ввсленин героина максимальная кописитрация в плазме крови дости- 
гается мгиовенио (рис. 7-Н). При передозировке паркоманы иногда погибают. не закончив 
ввеление препарата (с иглой в вене). При внутривенном ввелепии морфина максимальная кон- 
центрания в плазме крови достигается за 2—15 мии. при внугримышечином — за 7.5—20 мин, 
при приеме внутрь — за 30—120 мин. 

Симптомы острого отравления опиатами: 

иианоз: 

суженные в точку зрачки: 

гипотония; 

спазм желудочно-кишечного тракта; 

сниженис температуры тсла, влажная липкая кожа: 


сн,соо но 


сн,соо 


а но 22 Норморфин 
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Рис. 7-9. Схсма биотрансформации геронна (а). героина, морфина и коденни (6). 
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Рис. 7-10. Динамика кониснтрапий героина и сго метаболитов в крови при виутривениюм введении. 


угнетение лыхания: 

нитевидный пульс; 

потеря сознания: 

кома; 

смерть от паралича дыхания через 2—4 ч при подкожном или пероральном ввелении сверх- 
дозы и мгновенно — при внугривенном. 


Методы опредепения опиатов 
В качестве предварительных эксиресс-тестов па опиаты используют хромотенные реакции с 
обшеалкалоидными реактивами. имсюшими чувствительность реакций 0.25—0.5 мкг (табл. 7-1). 


Таблица 7-1. Окрашивание опийных алкалоидов обшеалкалоияными рсактивами 

м ЕИЗ и 
С а а 
Зеленый/синий СшиИзеленый 

Е 


Папаверин | Нет окрашивания Темно-синий Светло зеленый 


Носкапии Ярко-желтый Зеленый/синий Вишисво-красный 


ИХМ и ТСХ определения опиатов обсуждались в гл. 6.2 и 6.3 соответственно. 

Для полтверждающего исследования опиатов широко используют газовую хроматографию. 
КЭ. ВЭЖХ. ГХ-МС. сисктральные мегоды (примеры см. га. 6). 

В табл. 7-2 приведены частоты ИК-спектров опиатов. 
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Рис. 7-13. Схема анализа образна мочи на со- 
лержапие опиатов. 

Примечание. Эффективиость эксгракини 
варьирует от 30—50 до 95% морфина п 6-МАМ 
из плазмы и мочи. Онпаты экстрагируют из 
мочи смесью хлороформ — изопропаной (9:1) 
при РН 9.0--10.0. Часто используют присм лс- 
ривитизацин, 
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ние пескольких часов после приема наркотика. Его 
эффективная лоза составляет 0.1 мг лля человека 
массой 70 кг. Отличается коротким действием, 
прололжительность эффекта не более 30 мин. Ми- 
нимальная летальная лоза фентанила 2 мг. 

Получены еще более сильные обезболивакинис 
всшества — аналоги фситапила. Известны случай 
использования наркоманами 3-метил-фентанила 
(лругис названия «Репзіап мПИе». «Зущейс Пегот». 
«стекло»), который в 30 раз актипнсе фентанила. 

Для обезлвиживания (иммобилизании) крупных 
животных применяют карфентанил (в 100 раз ак- 
тивнее фентанила) и синтетический аналог морфи- 
на эторфин. активность которого по крайней мере 
в 2000 раз выше, чем у морфина (рис. 7-16). 

Алфентонил (рис. 7-17) отличается коротким 
лсйствисм (вссго 10 мин). Суфентания является бо- 
лее безопасным препаратом, лофеитанил характери- 
зутся ллительным действием (до 48 ч). Прогнозиру- 
ют получение соединений — аналогов фентанила с 
еше болышсй активностью. порядка | мкг для чело- 
века массой в 70—50 кг. 

Для коррекции и в то же премя усиления нар- 
котического лействия наркоманы часто принимают 
опиаты вместе с бензодиазепинами н барбитурата- 
ми (см. далее). В развивающейся картине интокси- 
кании преоблалают ошушения болрости. прилива 
сил, повышения работоспособности. появляется 
потребность двигаться, разговаривать. 

Кетамин (калипсол) — синтетическое психо- 
тропнос вешесгно (рис. 7-1$). Оказывает снотворное 
лействие. Время действия примерно 2 ч. В фарма- 
цевтической промышленности выпускается в виде 


порошка и растворов в ампулах и флаконах. Прием большой дозы кетамина сонровожластся 
галлюцинациями аналогично фенциклидину. Употребляется. как правило, внутривенно. 
Применение прензратов онийной грунны сонровожластся быстрым развитием психической 
и особенно физической зависимости. Эти наркотики обладают высокой толераитностью, т.е. 
для получения наркотического эффекта равной силы при последующих приемах требуется 
увсличенис дозы наркотика (иногда в 100 раз и болсе превышающую смертельную дозу лля 


но 


н,со 


б 
Рис. 7-14. Структуриыс формулы ғидроморфона (а) и оксиколона (6). 
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Рис. 7-15. Структурная формула фентанила. Рис. 7-16. Структуризя формула элорфииа. 
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Рис. 7-17. Структурная формула апфентанияа. 


ненаркомана). В период прекрашения действия опиатов у наркозависимых лип наблюдается 

абстинентный синдром или «ломка». Она выражается в суставной и головной боли. обшем 

ухулшении самочувствия. расстройстве желулка. тошноте. рвоте. Это состояние наблюласт- 

ся через 16—24 ч после приема наркотика. Особенно тяжелой является абстиненция у лиц, 

принимаюших героин. Для купирования этих симптомов необхолимо принимать морфино- 

нолобные препараты. Без этого морфинисты. лишенные наркотика. могуғ погибнуть. При 

длительном приеме морфинонодобных препаратов личпость больного постепенно легралирует, 

круг интересов сужается. Из-за нарушения аннетита развивается истошение. Часто на теле 

образуются инфильтраты. абсцессы и рубцы на месте ипъскиий. Для заместительной тсранпии 

у наркоманов используюг синтетический нрспарат метадон (фе- 

палон: другие названия: «лошадка». «ОоН5»). который по силе е 

аналгетического эффекта. но нскоторым ланным. превосходит 

морфин в 5 раз. но менес токсичен (рис. 7-19). о 
Метадон инервые был синтезирован как замснигель морфииа 

в Германии во время Второй мировой войны и стал клинически 

доступен в США в 1947 г. Он представляет собой кристалличес- 

кий порошок ©з запаха. Для устраисния болей высшая разо- 

вая лоза составляет 10 мг, суточная — 30 мг. Эффект мсталона 

более продолжительный, чем у морфина и может длиться 24 ч. 

Это позволяет использовать его 1 раз в сутки. Мсталон олинако- 

во эффективен при парентеральном приеме и в виле инъекиий. сн: 

К нрепарату развивается нривыканис (толерантность). и он вызы- 

вает физическую зависимость. Начальная доза мегалона 15—20 ме 


мн 


Рис. 7-18. Структурная фор- 
мула кетамина. 
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сн: часто оказывается достаточной. чтобы устранить симито- 

о сг мы абстинсниии. Мегадоновая подлерживаюіная терапия 
| прололжастся лесятизетия. Практически это означает смс- 

р ну наркотика. В тяжелых случаях героиновой наркомании 


сн, лоза мсталона возрастает до 40—80 мг в сутки. В нашей 
стране металон запрещен для использования у людей. 

Токсикокинетика и биотрансформация. Пероральная био- 

лостунность металона н среднем 79%. Он мегаболизирустся 

в основном посредством моно- и ли-№-деметилирования 

со спонтанной циклизанией в результате нестабильности 

мечаболигов в формы 2-этилиден-1,5-лимегил-3.3-лифе- 

Рис. 7-19. Структурная формула ме- нилпирролилин (ЭДДП) и 2-этил-5-метил-3.3-дифенил- 

талона, пирролилии (ЭМДА). Основными пролуктами экскреции 

(в моче) являются металон, ЭДДИ и ЭМДП (рис. 7-20). 

Методы определения. Скрининговые метолы исслепования 

мочи базируются па иммупоферментном (ИФА) или радноиммунном анализе (РИА). Обнаружено. 
что длифенилгилрамин и доксиламин могут дать положительные результаты ИФА на метадон. 

Газовая хроматография с ПИД — наиболее распространенный метод лля определения мета- 
лона в биологических жилкостях; ЭДДП и ЭМДИ могут быть определены в большинстве схем 
без дериватизации. ЭЗД используют после окисления наркотика до бензофенона. Широко 
применяют ВЭЖХ. ГХ-МС используют как для определения вещественных доказательств. так 
н аля исследований биообъсктов. 

Синтетический препарат левоацетилметадоя (ААМ. ОВТААМ) имеет более длительный 
исрнод действия (от 4$ до 72 ч), в США сего стали использовать для лечения наркотичсской 
абсгинсиции с 1994 г. 

Булренорфин (другие названия: норфин, торгссик. анфин, Виргепех, Тетрсѕіс) — синтети- 
ческос наркотическое средство, получаемое из тебаина (рис. 7-21). Применяется в онкологни в 
качестве обезболивающего средства. Бунренорфин пытаются иснпользоват, в США для лечения 
наркотической абстиненции. В России бупренорфин применяют в мелипине лля купирования 
снльных болей. 
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Рис. 7-20. Схема биотрансформации метадона. Поясисиие в тексте. 
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Время действия бупренорфина 6—8 ч. Разовая доза 0,2—0.6 мг. Обезболиваюшее действие 
бунренорфина сильнее. чем у морфина. нримерно в 30 раз. Побочное действие яри употребле- 
нии бупренорфина: сонливость. тошнота. рвота. головокружение. иногла угнетение дыхания. 

Бупренорфин вхолит в состав таблеток, а также выпускается в виле раствора в ампулах. Рас- 
творы в амнулах. как правило. в качестве добавки содержат сахара. В Россию лекарственный 
нрепарат. содержащий бупренофин. поступаст в основном из Инлии. 

Токсикокинетика и биотрансформиция. Т, ыы бупренорфина 2—4 ч. биотрансформания реализуется 
пуюм №-деалкилирования с образованием норбупрепорфипа. который фармакологически активен, 
и конъю-гации бупренорфина и норбупренорфина. При введении олнократной внутримьнисчной 
дозы 95% меченого радиоктивию наркотика выводится с фекалиями (68%) и мочой (27%) в течение 
144 ч. Концентрация свободных бупренорфииа и норбупренорфина в моче может быть менее | мг/л 
после присма терапевтической лозы, но повынасгся до 20 мг/л при злоунотреблении. 

Методы определения. Бупрепорфин в биологических жилкостях определяют с помощью 
ИХМ. методами газовой хроматографии с ЭЗД или МС-летектором. ВЭЖХ. При пробонол- 
готовке образиз мочи используют энзиматический гилролиз, который более эффективен. чем 
кислотный или шелочной гидролиз в ланном случае. 

Пентазоцин (другие названия: фортрал, тальвин) — обезболиваюшее средство (рис. 7-22), ко- 
торое по активности и длительносги действия уступает морфину. Разовая доза составляет 50—100 
мг. В незаконном обороте ноявился в 1967 г.: распространенной добавкой к неитазоцину являстся 
трипеленамин (антигистаминное средство). Пентазоцин применяют перорально или в виде инъек- 
ций, возможен прием пугсм курения и вдыхания. Длительность действия нентазоцина 3—4 ч. 

При присме пентазоцина наблюлаются эйфория, чувство расслабленности и помутнение 
сознания. часго — острый психоз, характеризующийся кошмарами и зрительными галлюци- 
нациями. Унотреблснис пентазоцина иногла сопровождается сонливостью. тошнотой. рвотой. 
головокружениями. При высоких дозах возможно угнетсние дыхания. В незаконном обороте в 
России встречастся в ниле фармацевтическоғо нренарата под пазванием «Фортрал». 

Промедоя (тримеперилин) синтетическос наркотическое срелство обезболивающего дейс- 
твия (рис. 7-23). В фармацевтической промышленности выпускастся в виде порошкообразного 
вещества и растворов в амнулах и шириц-тюбиках. По дейстнию аналогичен морфину. 

Этияморфин (пругое название: лионин) — синтетическое произволное морфина (рис. 7-24) 
обсзболивающего и протнвокашлевого лействия. близок колсину. Порошок белого цвета. В фар- 
мацевтической нромышлсиности выпускается в виде порошка. таблеток, растворов и мазей. 

Этонитазен — синтетическое наркотическое средство обезболивакицего действия (рис. 7-25 
и см. рис. 6-125). По своему действию превосхолит морфин в 1500 раз. В незаконном обороте в 
России впервые появился в 1998 г. Встречается в виде порошкообразного вешсства белого или 
желтого цвета, употребляется путем курения. 

Трамадол — синтетический ониоид со свойствами агописта-антагониста (рис. 7-26), аналгетик 
центрального действия срелней силы. полобно кодсину. пентазацину или пропоксифену широко 
и эффективно применяется для обезболивання в терапии и хирургии. 


НО 


но `СНз 
ссн 


Рис. 7-21. Структурная формула бупренорфина. Рис. 7-22. Структурная формула пентазошиа. 
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Рис. 7-23. Структурная формула промслола. Рис. 7-24. Структурная формула этихморфиня. 
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Рис. 7-25. Структурная формула этоинтазена. Рис. 7-26. Струкгурная формула трамалойа. 
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На ранних сталиях изучения трамадола его относили к наркогическим аналгегикам. Даль- 
нейшее исслелование н опыт применения в клинической практике показали, что трамалол 
не пролуцируст морфинополобный эффект, имсст низкую паркогическую активность и ие 
может служить заменой морфина при опийной наркомании лля лиц с низкой или умеренной 
опнатной зависимостью. По принятой в насгоящес время классификации трамадол отиесен к 
сильнодействующим средствам. 

При немелицинском использовании трамадола линами с опиатной (героиновой) зависи- 
мостью в дозах. значительно превышающих терапевтичсскис. наблюдается много побочных 
эффектов. в том числе пристрастие к препарату. В сулебно-медицинской практике трамадол 
представляст интерес тем. что усиливасг эффекты транквилизагоров. селативных пренаратов и 
срелств для наркоза и алкоголя. 

Токсикокинетика и биотрансформация. Трамадол (рКа 9.4) быстро мстаболизирует с поте- 
рей метильных групнировок нри агомах кислорода и/или азота. О-дсметиятрамалол фарма- 
кологически активен (анальгетическая активность его примерно в 2 раза выше. чем у самого 
трамалола). Т,„4.3 — 6,7 ч, объем расиределсния 2,6—2,9 л/кг процент связывання с белками 
плазмы крови 15—20%.Около 90% принятой внутрь дозы выволится с мочой в течение 3 дней, 
остальное с фекалиями. Через 72 ч в моче обнаружено около 28% разовой нероральной лозы 
в нсизмененного трамалола, 20% в виде свободного и связанного О-лемегилтрамалола, 17% — 
нортрамадола. около 20% свободного и конъюгированного №,О-деметилнортрамалола и дру- 
гих метаболитов (рис. 7-27). Трамадоя и его метаболиты проходят через плацентарный барьер. 
попадают в грудное молоко. 

Методы определения. Капельный химический анализ: реактив Марки (грязно-коричневое 
окрашинание. со временем перехолязиее в грязно-зелсиос). ТСХ в системах толуол-отанол- 
триэтиламин (9:1:1). ВР 0.74 и метанол-25% раствор аммиака (100:1), КГ 0,55. После хрома- 
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Рис. 7-27. Схема биотрансформации трамадола. М-мстаболит. 


тографирования зоны выявляют по гашению флюоресценнии в лучах УФ-лампы (254 нм). 
рсактивом Марки (буро-зеленый пвет), реактивом Драгенлорфа (кирпично-краспая окраска). 
Газовая хроматография: капиллярная колонка НР-5МУ, температура колонки от 80 до 300 °С: 
детектор ПИД или ТИД. ВЭЖХ: обрашеннофазовая неполвижная фаза С18, детектирование: 
УФ-детектор. флуориметр. Арбитражные методы: ГХ-МС и ВЭЖХ-МС. 


Заключение 


» Обнаружение опиатов в растительном сырьс. таблетках. порошке и лр. проводят с помошью 
реакций окрашивания реактивом Марки, хлорила железа (Н) и конценгрированной азот- 
ной кислоты, причем хлорилом железа (Ш) окрашивается только морфин и растительное 
сырье. Копсин и героин этой реакции не дают. Тест с концентрированной азотной кислотой 
позволяет прелположительно отличить гсроин от морфина и колсина. 

• Обнаружение опиатов н биологических образнах. Учитывая, что в неизмененном виде опиаты 
выделяются с мочой в малых количествах. перед проведснием исследования мочу подвергают 
кипячению с соляной кислотой лля разрушения конъюгатов, тем самым новышая концент- 
рацию нативных соединений (однако тероин ири этом гидролизустся!). Для определения ме- 
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таболитов героина 6-МАМ и 3-МАМ используют пробы мочи, не полнергавннеся гидролизу. 
Ониаты экстрагируют из мочи смесью хлороформ--изопропанол (9:1). рН 9.0—10,0. 
Методами опрелелсния опиатов являются капсльный химический анализ. ИХМ. ТСХ (или 
высокоэффективная ТСХ — ВЭТСХ ). ВЭЖХ. КЭ. газовая хроматография. ГХ-МС. УФ-, ИК- 
спектрометрия. Фурье-ИК-спектрометрия (см. гл. 6). 
Морфин: 
УФ-спсктромстрня: 285 им (рН < 7); 298 им (рН > 7.0). 
ИК-спектрометрия: 805. 1243. 1118. 945. 1086. #33 см" (лиск с КВг). 
Масс-снсктрометрия: 285. 162. 42. 215. 286. 124. 44, 244 т/х. 
Кодсин: 
УФ-снектромегрия: 285 нм (рн < 7,0). 
ИК-снектрометрия: 1052. 1500. 1111, 793. 934 (лиск с КВг). 
Масс-спекғрометрия: 299, 42, 162. 124. 59. 300. 69 пух. 
Героин: 
УФ-сиектромстрия:: 279 нм (рН < 7): 299 нм (рН > 7). 
НК-спеклромстрия:: 1245. 1764, 117%. 1215. 911, 1736. 
Маес-сисктромстрия: 327. 43. 369. 268. 310. 42. 215. 204 т/х. 


7.3.2. Каннабиноиды 


Ничто не обходится человеку так дорого. как сто ложное 
ирсяетавление о добре и зле... 
Ф. Ницше 


В эгу гриву наркотических средств входят препараты. пригоговленные из различных час- 
тей конопли. Марихуана — всрхумечные части растения копопля с цветками или нлолами, 
из которых не была извлечена смола. Гашиши — исочишенная или очищенная смола растения 
конопля. Гашишниое масло — кониситрированный экстракт копонли или смолы каннабиса. 

Растение каннабис используется людьми пе менее 6000 лет. Первоначально это было связа- 
но с употребленисм волокон стеблей растення. которые шли на изготовление одежды, веревок, 
канатов. тнтей и других предмегов. 4000 лет мазал в Китае стали использовать каннабис для 
мелипинских целей при лечении малярии. ревматизма. сулорог и отсутствии аппетита. а также 
для получения бумаги. Гашиш упоминается в Старом завсте п в «Одиссее» Гомера. 

Популярность гашиниа на Востоке была не меныне. чем алкоголя в Евроне. Около 500 г. 
н.э. копопля появляется в Центральной Европе. В средние вска в Европе кононлю активно 
выращивали для производства морских канатов и версвок из-за их повышенной устойчивости 
в морской воде. В Америку коноплю завезли испанцы в ХУ вске. 

В настояшсе время каннабис — наиболее распространенный наркотик во всем мире. Канна- 
бипонды — нетисства, накапливасмые в растении конопли (Саллађг 5айта Ё.). которое произ- 
растает в ликом виле от тропических широт ло регионов с умеренным климатом. Это растение. 
относяшесся к роду Саппабтасеае. прелставляст собой олнолегиий лревовидный куст и может 
достигать 4-мстровой высоты. Конопля имеет характерное нсчетное количество (5. 7. 9) от- 
ветпяений с характерными листьями. При цветении на черешках верхних листьев вылеляется 
смолисгое всшесгво, которое защишает растение от солици (так называемая смолка). 

Солержанис действующего вешества в растсниях. полученных из разных регионов, значитель- 
но колеблется. В американских сортах копонли доля теграгилроканнабинола (ТГК) составляет 
менее 0.5%, в коноиле. произрастаюшей в Колумбии. Ямайке, Мексике. — от 0.5 ло 7%. В ко- 
ноиле из Юго-Восточной Азии солержиние ТГК лохолит ло 20%. Однако наиболыцсе количество 
ТГК (ло 30%) содержится в нсопылснных женских растениях конопли, которые называют «син- 
ссмилла». Этим же термином обозначается технология выращивания только женских растений 
конопли без опыления его мужскими. При отделении женского растения от мужского оно даст 
болыис сока. содержанюго ТГК. Срелнее солержание ТГК в синсемиллс колеблется от 8 ло 14%. 
максимальное составляет 30%. Активное начало содержится во всех частях конопли, но большие 
всего ТГК в нвстуших верхушках и листьях. Препараты конопли. пролавасмые на рынках. зна- 
чительно различаются межлу собой по солержанию действующих вснісств. Одна доза кустарно 
приготовленного пренарата содержит обычно 10—30 г растительного сырья. 


572 Глава 7 


Различают слелующие препараты из конопли: марихуана. гашиш и гашишиюс масло (см. 
электроиное нриложенис). 

Марихуана (каннабис, трава конопли, «травка», «дурь». «план», «клевер», «божья травка». 
«сспо», «Мери Джейн», «ноте. «Грас». «хей». «виид») — приготовленная смесь высушенных 
или невысутенных верхушск с листьями и остатками мелких стеблей любых сортов коноиљи 
(без центрального стебля). При изготовлении марихуаны обрывают плодоносящие и ивстунис 
верхушки. поскольку ТЕК содержится главным образом в этих частях растения. Централь- 
ный ствол и ветки растения при изготовлении наркотика не используются. Употребляется 
как галлюциноген. Вызывает умеренную психическую зависимость. Наркотически активным 
компонентом марихуаны является ТГК. Содержанис ТГК в марихузис составляет (0),5—99, хотя 
пеленаправленно вырашенные сорта конопли содержат до 40% ТГК. Цвет марихуаны в зависи- 
мости от степени высушивания и времени сбора меняется от свстло-зеленого до коричневого. 
Марихуана имест характерный пряный запах. Доза марихуаны равна примерно 0.5 г. Марихуа- 
пу чаше всего курят. При употреблении марихуаны возможен так называсмый Йаѕпбаск, когла 
через несколько дней носле употребления марихуаны человек иеожиланно спова впадает в 
состояние наркотического опьянения, не унотребляя при этом наркотик. 

Гашиш (смола каннабиса. ‹апаша», «опилки», «план», «дурь». «чериушка») — сисциальо 
приготовленная смесь отделсиной смолы и ныльны растения каннабис или смесь, изгоговлен- 
ная путем обработки (измельчение, прессование и т.д.) верхушек растения каннабис с различ- 
ными наполиитслями. Форма смеси может быть разлинюй — таблстки. нилюли, сирессован- 
ные плитки, пасты и др. Цвет гашиша от светло-зеленого до коричневого. Имест характерный 
пряный занах. Доза гашиша равна примерно 0.15 г. Содержание ТГК в гашише равно 2— 10%. 
Действие гашиша аналогично действию марихуаны. Как и марихуана. вызывасг умерсиную 
психическую зависимость. 

Гашишное масло («химка», масло каннабиса. «медовос масло», жидкий каннабис) — нар- 
котическос средство, получаемое из частей растений любых видов и сортов конопли путем 
извлечения (экстракиии) различными растворителями или жирами (может встречаться в виле 
раствора или вязкой массы); экстракты и настойки каннабиса. Представляет собой жидкость 
или вязкую массу. Цвет гашишного масла ог зсленого до коричневого. Встречастся также в 
виде смеси с молоком и растительными маслами. Содержание ТГК в гашишном масле равно 
10—30%, иногда до 60%. Гашишное масло наносят на табак или сигареты и курят. Продукты 
экстракции молоком или жирами употребляют через рот. Действие гашишного масла аналогич- 
но лействию марихуаны. Как и марихуана. вызывает умеренную исихическую зависимость. 

На основании Списка 1 «Персчия наркотических средств. нсихотронных веществ и их пре- 
курсоров. поллежаших контролю в Российской Фелсрании» марихуана. гаинин и ганининое 
масло отиссены к наркотическим средствам, оборот которых запрещен на территории Россий- 
ской Федерации (см. гл. 1.5). 

В мире существует множество названий наркотических пренаратов, приготовленных из ко- 
нопли. На Срелнем Востокс. в Евроис и России пренараг называют гашишем. в Индии — 
сһагаѕ, рапра. Бань, Бацр. в Ссверной Африке — КИ. в Южной Африке — дарра, в Бразилии — 
пасопра. В странах Америки этот наркотик чаще всего называют марихуаной. В США сущес- 
твуст несколько слэнговых названий препаратов конопли: месса (сорняк), “а (лскарство). 
тап Вау (сено), ұгаѕѕ (трава), ро! (напиток). 

Наркотики из конопли не являются ни сгимуляторами, ни транквилизаторами, пи гал- 
люциногенами. ни опиондами в полном смысле слова. Каннабиноиды могут вызывать 
ллительный сон. как транквилизаторы. и в то же время повышать тонус. как амфетамин. 
В больших дозах иаркотики из конопли действуют как галлюциногены, но в то же время они 
не обладают перскресгной толерантностью, как ЛСД, псилонии и мескалин. Основные дейс- 
твуюшие всшества каннабиса — изомеры и производные ТГК (рис. 7-28 и 7-29). Характерной 
особенностью ТГК является способность к кумуляции. Метаболиты ТГК можно обнаружить 
в организме в течение нескольких недель после приема. Смола конопли содержит около 60 
производных 2-(2-изопронил—5-метилфенил)—5-пеитилрезорнинола. известных как канна- 
биноиды. Срели каннабинонлов, содержащихся в растенни. есть каннабинол. каннабилиол. 
каннабиноловая кислота, каннабигерол, каннабихромен. изомеры ТГК: (—)-транс-А?-ТГК 
(^‘-ТГК}. {—)-транс-А*-ТГК  {А*-ТЕК). а также А’-тетрагилроканнабиноловая кислота (А“- 
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Рис. 7-29. Структурные формулы А'ТГК (а). АТГК (6). 


ТГК-кислота). А°-ТГК-кислота отвечает за наиболее характерный психогомиметический эф- 
фект каннабиса (рис. 7-30). 

А9-ТГК — вешество, облалающее психоактивным действием. каннабинол (КБН) в десять 
раз менсс активен, чем ТГК. каннабидиол (КБД) не обладает психоактивностью. Минорные 
компоненты: кавнабизиварин, канвабиварин. каннабихромим. каинабициклол и бугиловые 
аналоги ТГК в зависимости от вида сырья содержатся в растении в разных соотношениях. 

Наркотический эффскт марихуаны может широко варьировать из-за различий между вила- 
ми конопли. В результате целенаправленной селекции некоторые употребляемые в настоящее 
время сорта растения могут содержать в 19—20 раз больше ТГК, чем конопля. которая росла 
50 лет назал. Конопля содержит болсе 400 пругих химических вешсств, многие свойства кото- 
рых до сих пор не изучены. Известно, что в сосгав каннабиса входят азотсолержащие всшсест- 
ва (аминокислоты, белки. гликонротенны), ферменты. углеводы. спирты, альлегиды, кетоны, 
жирпыс кислогы, эфиры. лактоны, териены, стероиды, нсканнабиноидные фенолы. флавоно- 
идлные гликозилы и другие классы веществ. 

При малой дозе ТГК наступает ощущение благополучия, расслабления и некоторой дс- 
зориентации во времени. Лица, унотребляющие средние дозы вещества. испыгывают зе же 
эффекты, только в более интенсивной форме: притупление внимания, спутанность сознания, 
ослабление памяги. изменение эмоционального состояния. Большие лозы наркотика наруша- 
ют некоторые фуикции организма, усиливая восприятие звуков и зрительных образов, вызывая 
галлюцинации. Изменение сознания может прололжаться ло 2 нед, такие ощущения исчезают 
только после полного вывеления ТГК из организма. Длительное злоупотребление препаратами 
конопли приволит к снижению интеллекта и намяти. 

Минимальная лоза ТГК 5 мг. эффективная оральная лоза 50—20) мг; эффективная доза при 
курении 25—50 мкг/кг. Обычно «наркотические сигареты» содержат 300—750 мг марихуаны с 
содержанисм ТГК ло 15% (в последнее время и до 40%). Средняя суточная лоза — 2 зсигаре- 
гы». Эффект после курения обычно длится 4—6 ч, но может прололжаться и после 24 ч. 
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Признаки хронической интоксикации марихуаной: 

красные глаза; 

чувство усталости и разбитости: 

повышенный аппетит; 

повышенный интерес к лекарствам; 

хронический кащель: 

сонливості; 

частые простудные заболевания; 

парушения менструального цикла: 

нарушения памяти: 

трудность подбора слов при объяснении; 

проблемы отношений с другими зюдьми; 

изменение настроения от пассивности до агрессивности; 

паранойя. 

Идентифицировано лва типа каннабиноидных ренепторов — СВІ и СВ2. Их физиологичсс- 
кими лигандами являются производные арахидоновой кислоты н простаглаилины (оэндоғен- 
ные каннабипоилы»). 

СВ!-ренепторы располагаются в центральной и периферической нервной системе. наиболее 
высокая их плотность наблюластся в ганглиях головного мозга. Главный эффект возбуждения 
СВ1-рецепторов связан с уменьшением выделения медиаторов — дофамина. норзиннефрина и 
серотонина. что объясняст противорвотное пействис каннабиноилов и их влияние на эмопио- 
нальное состояние, двигательную активпость. регулирование аппетита и боли. 

СВ2-рецепторы ответственны за иммуномолулируюшие эффекты каннабиноилов м расно- 
ложены в тканях, выполняющих в организме человека иммунологические функции (лейкоци- 
ты крови, костный мозг, селезенка, вилочковая железа, миплалины, макрофаги и мастопиты)- 
Преллолагают. что противорвотный эффект каниабипоилов может быть связан с взаимолейс- 
твием с реценторами серотонина. 

Физико-химические свойства каннабиноидов. А-ТГК и А°-ТГК-кислота имеют температуру 
кипения соответственно 200 и 210—213 °С. Хорошо растворяются в эганоле. ацетоне. Рас- 
творимость А’-ТГК в воле 3 мг/л. 4°-ТГК-кислота ограничеино растворяется в хлороформс и 
диэтиловом эфире и практически нерастворима в воле. бензоле, пстролейном эфире. А°-ТГК 
относится к слабым кислотам и имсст рК,. равный 10.6. 

Спиртовые растворы 4-ТГК и А'-ТГК-кислоты имеют характерные спектры поглошения в 
УФ-области с максимумами соответственно 283. 276 и 283. 278 им. 


Токсикокинетика и биотрансформация 


Каннабииоиды активно абсорбируются из желулочио-кишечного тракта (90—959), но из-за 
эффекта первого прохожления через печень (см. гл. 4) биодоступность при оральном приеме 
составляет только 5—20% н немного выше при ингаляционном способе введспия. Весьма эна- 
чительно проявляются ицливилуальные особенности потребителя наркотика, что приводит к 
изменению биодоступности. А’-ТГК имеет больной объем распределения (4—14 л/кг) и 97% 
его метаболитов в нлазме интенсивно связываются с липонротемнами и значительно меньше — 
с альбуминами. В связи с большим объемом распрелеления метаболиты А’-ТГК могут нахо- 
диться в моче на низком уровне в течение длительного времени. Как липофильные вешества. 
каннабипоилы быстро перераспрелелястся из плазмы крови в хорото снабжаемые кровью 
ткани и пересекают гематоэнцефалический барьер (см. гл. 4). Перераспрелелснис наркотика 
приволит к его макоплению в жировых тканях. Т, — 20—57 ч лля умеренно потребляющих и 
Т, — 3-14 ч лля часто потребляющих и сильню зависит от индивилуальных особенностей ор- 
гапизма. Биотрансформания каннабинонцлов осушествляется системой цитохрома Р450 печени 
(рис. 7-30). А*-ТГК подвергается интенсивной биотраисформании в микросомах печени (обиа- 
ружено около 50 метаболитов), образуя гидроксилированные производные. Основным актив- 
ным метаболитом в плазме крови является иролукт окисления по С,, — 11 -ғилрокси-А°-ТГК. 
а в моче — пролукт окисления П-гидрокси-А?-ТГК — ТГК-СООН. Активным метаболитом 
является и 8В-гидрокси-А‘-ТГК. 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных... 575 


Н.С сн, НзС СН. 
о о 
н 
2 —_ > о 22 
Н.С 
< 
но сн. / но СН; 
11-Гидрокси-59 ПК 
Аз ТГК ; рУ 
и 
нс сн 
КА р. 3 
о 
о 7 
Моно-и диглюкурониды < 
он 
но Б. Сн; 


11—-Нор-249-ТГК-кислота 
Рис. 7-30. Схема биотрансформации А?-ТГК. 


Максимальные концентрации А?-ТГК в плазме крови наблюдаются в пределах одной двух 
минут после внугривсиного или ингаляционного приема и между 2—-4 ч после приема внутрь. 
Фармакологические эффекты каннабиноидов не коррелируют с их максимальной кониент- 
рацией в плазме крови и наступают обычно с запержкой 15—60 мин после достижения этой 
концентрации. 

Вывеление каннабиноидов происходит в виле метаболитов в желчь и мочу в течение нс- 
скольких дней. А?- ТГК и его основные мстаболиты выводятся из организма главным образом 
с фекалиями и мочой. Для А’-ТГК нримерно 8$0—90% дозы выводится за 5 дней после присма. 
причем окодо 20% экскретируется с мочой и 6555 — с калом. С мочой каинабиноилы выво- 
дятся н виде метаболитов, основным из которых являстся 4°-ТГК-кислота, на 80% связанная 
с глюкуроповой и серной кислотами. С фекалиями в большей степени выводятся А?-ТГК и 
А-ТГК-кислота, конъюгированные с желчиыми и жирными кислотами. Степень выведения д” 
ТГК зависит ог дозы и путей введения. Выведение метаболитов происходит ие только с мочой 
и калом, но и с секретом слюнных и молочных желез. 

После упогребления разовой дозы низкие концентрации метаболитов 2?-ТГК, могут быть 
обнаружены в мое в течение 5 нед. При курении или внутривенном введении в крови боль- 
шая часть А-ТГК-кислоты находится в свободном состоянии. Метаболит 8.11-ди-ОН-ТГК 
выводится с мочой в виде глюкуронида и может быть обнаружен после гидролиза. Его уровень 
более 15 нг/мл в моче указывает на вероятное потребление марихуаны не более чем за 6 ч ло 
отбора образца. При хроническом потреблении А?-ТГК лепонируегся в жировой ткапи. 


Методы определения 


ИХМ определяюг А-ТГК-кислоту и другие метаболиты. 

С помошью ИФА можно обнаружить в моче постоянных потребителей 20 нг/мл каннаби- 
ноилов (в срелнем) в течение 1 мсс. а в моче непостоянных потребителей — в теченис 15 дисй 
(от 3 до 28 дней) после последнего употребления (см. гл. 6.2). 

Вслелствие высокой липорастворимости капнабинондов и их низкой кониеитраини в моче 
и крови содержанне каннабиноилов часто устанавливают в смывах рук и роговой полости по- 
лозренаемых. Обнаружение каннабиноилов только в смывах не является подтверждением того, 
что данное лицо унотребляло марихуану. 

При исслеловании плазмы крови належные результаты по обнаружению ТГК получаются 
после лобавления к плазме ацетонитрила (или метапола) и последующей экстракции толуолом. 
Для очистки от сопутствующих кислот и жиров используют реэкстракцию или твердофазную 


576 Глава 7 


экстракцию на ионообменниках и патронах. В последнем случае лаже при исследовании жи- 
ровых тканей возможно выделение до 80% ТГК. Кислыс метаболиты ТГК находятся в моче 
в виле глюкуронидов. которыс легко гилролизуются в шелочной ерсле (в течение 15 мин при 
комнатной температуре или в течение 5 мин при 50 °С). При ТФЭ кондиционирование колон- 
ки (фаза СТ) проволят мелленно порциями метанола по 3 мл и волой. Через колонку пропус- 
кают гидролизированный образец 2 мл/мин и промывают 10 мл 0.1 М НСіи 25 мл фосфорной 
кислоты в 10% апетонитриле. Элюируют каннабиноилы | мл ацетона и упаривают пол током 
азота. Сухой остаток растворяют в 100 метанола. 

В криминалистическом анализе исследуют расгительные препараты и сырье под микроско- 
пом. Для выявления характерных морфологических признаков готовяг препараты из расти- 
тельного сырья (марихуана, гашиш) в водно-глицериновой смеси по стандартной методике и 
при увеличении в 400 раз исслелуют их с помошью свстооптичсского микроскона. Морфологн- 
ческие особенности растения рода коноили: простые олноклеточные волоски ретортообразной 
формы с пистолитами и без иих; сидячие одноклеточные волоски; железки с числом выдсли- 
тельных клеток 8—12; сфероилальныс пыльцевые зерна с 3 порами. Для обнаружения цисто- 
литов в растительном сырье на препарат, помешенный на предметное стекло. наносят каплю 
волы и каплю соляной кислоты. При этом выделяются пурырьки углекислого газа. которые 
хорошо вилны. Хна (возможная примесь каннабиса) такую реакцию не ласт. 

Реакции окрашивания. Обработка раствором Дюкенуа—Левипа (0.4 г ванилина в 20 мл 95% 
этанола с послелмюшим добавлением 0.5 мл апетальдегила; конисигрироваиная соляная кисло- 
та м хлороформ). К исболыному количеству образца добавляют около 2 мл реактива и встряхи- 
вают в течение | мин. Затем добавляют 2 мл концентрированной НСІ. встряхивают несколько 
сскуил и оставляют на 5 мин. Если окраска начинает развиваться через 1—2 мин, добавляют 
2 мл хлороформа и осторожно встряхивают смесь. При налични каннабиноилов наблюлают 
сипе-фиолетового окрашивания нижнего хлороформного слоя. 

Метод ТСХ обычно используется при знализе смывов с пальпев рук, лалоней. губ. пояос- 
ти рта. т.е. в местах. гле конленсируются продукты курения. Смывы произвояяг с помошью 
ватпого или марлевого тампона. смоченного этиловым спиртом. Из материала тампона канна- 
биноилы экстрагируют органическим растворителем — этилапетатом. гексаном, петролейным 
эфиром или смесью хлороформ — метанол (2:0). нентрифугируют и наносят полученные экстра- 
кты на пластину с силикагелем. Хроматографическое разделение проволят лвукратно в толуо- 
ле либо в системе петролейный эфир—диэтиловый эфир (4:1). После завершения разлслсния 
пластину высушивают и обрабатывают 0.1 или 0.5% раствором рсактива прочного синего Б 
или ББ в 10% растворе гидрокарбоната нагрия. При этом на пластине, разделение на кото- 
рой было выполнено в толуолс. появляются соответственно окрашенные хроматографичсскис 
зоны каннабпноидов: каннабиднола (зона поглощения оранжевого цвета — В, 0,76). тетрагил- 
роканнабинола (зона поглошения красного ивета — К, 0,66), каннабинола (зона поглошения 
красно-фиолетового цвета — К, 0.55). капнабихромсна (зона поглощения красио-оранжевого 
нвета — К,0.51). 

Каннабиноиды можно обнаружить с помощью УФ- и ИК-спектрометрни, спектры А’-ТГК 
представлены на рис. 7-31. 

При исследовании плазмы крови на присутствие ТГК-СООН часто применяют метод ГХ- 
МС. который позволяет при пробе объемом от 4 ло 10 мл обнаруживать 1—10 иг/мл ТГК- 
СООН. Такие пределы обнаружения алеквагиы болыпинству судебных случаев. Олнако пос- 
ле приема разовой дозы ТГК его концентрация в крови в течение уже первых часов ниже 
і вг/мл. 

После приема 5—20 мг ТГК его концентрация в слюне достигает 1000 нг/мл и хорошо кор- 
релирует с динамикой физиологических эффектов. а через 3 ч концентрация в слюне снижает- 
ся до 50 нг/мл. что сеголня можно летектировать методом ГХ-МС. 

Для применения методов ГЖХ. КЭ, ВЭЖХ и ГХ-МС при опрелелении каннабиноидов нало 
иметь внутренние стандарты, например оксифенбутазон. кетопрофен, дейтерисвые аналоги 
А-карбокси-ТГК (шля ГХ-МС). п-октил—п-гилроксибензоат (лля ВЭЖХ} и проволить дерива- 
тизацию, например силилированис ВЅТҒА или МТВЅТҒА (см. гл. 5 и гл. 6). 

В табл. 7-3 приведены условия опрелелспия каннабиноилов различными методами, 

В волосах методом ГХ-МС ТГК обнаруживают в конневтрании 0, 1—0,29 нг/мг (рис. 7.32), 
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Таблица 7-3, Условия определения каннабинондов методами ГЖХ. ВЭЖХ, ГХ-МС 


РЕ 

Детектор: ПИД 

Колонка: квариевая колонка 10 м 
х 0.52 мм ЁС. с 2.6 мкм 
Упаковка: 3%-Й лимстилсили- 
кон {(ОУ-1) 

Газовая смесь: Гелий (2 мл/мин) 
Техника ввода: 5рін/зрік1с55 
Температура: 

Ипжеклор 29%) °С 

Колонка 240 °С 

Детектор 290 °С 


Тетрагидроканнабинол 
ионы 314. 299, 271 пух 


ВЭЖХ 


Колонка: Стационарная фаза 
ОсуіхШса (Хофах СЕ, или экви- 
валент). 5 мкм. 25 см х 4.6 мм 
Полвижная фаза: Ашетониг- 
рил—50 мМ фосфорной кисло- 
ты (65:35, по объему) 

Скорость потока: 1,Змл/мин 
Обнаружение: УФ А 211 нм 
(лиодноматричный летектор 
200—350 им режим сканирова- 
ния) 

Объем ввода: 5—10 мкл 
Внутренний станларт; Канна- 
бинол 


8.02 


ГХ-МС 


Детектор: МСД 

Колонка: кварцевая колонкз 
10—30 мх0.18—0.25 мм 1.0 с 
0.25 мкм 

Упаковка: фенилметил илн 
диметилсилоксан 

Газовая смесь: Гелий (2 мл/мин) 
Техвика ввола: $рііе55 
Темпера гург: 

Инжектор 250—200 “С 
Колонка от 150—220 до 270- 
290 °С но 5—25 °С/мин 
Виутренний стандарт: Мск- 
лофенамовая кислота или 
дейтерированное производное 
ТГК-СООН 


Каннабинол 
_.- ионы 310, 295, 238 пу 


Рис. 7-32. Обнаружение каннабиноилов в волосах методом ГХ-МС. 


Заключение 


При определении каннабиноилов в качестве подтверждающих методов используют газовую 
хроматографию. ВЭЖХ, ГХ-МС. 
Масс-спектры основных компонентов каннабиса: 


Капнабидиол: 
Каннабинол: 
А-ТГК: 


231, 246, 314, 232, 121. 193.74.174 т/х; 
295, 296. 238, 310. 119. 43, 251, 239 т/2; 
299, 231, 314, 43, 41, 295, 55, 271 т/х. 
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7.3.3. Фенилалкиламины 


Что сизружи и что виутри — это еше вопрос. 
Р. Магритт 


Существует несколько классификаций фенилалкиламинов: по химическому строению, фар- 
макодогическому действию. источникам получения и происхожлению (см. электронное при- 
ложсние). 

Фенилалкиламины приролного происхождения содержатся в растениях: кате съелобном. 
эфелре. псйотс. Первые упоминания о кате относятся к ХУ столетию н.э. Молодые побеги и 
листья вечнозеленого кустарпика Саға ейи!їѕ, произрастающего на юге Аравийского полуос- 
трова и в Восточной Африке, используются населением этих регионов в качестве возбужла- 
ющего. стимулирующего и эйфоризируюшего средства. Высушенные листья этого растения 
известны как абиссинский или арабский чай. 


он о 


Мн, мн. 


Рис. 7-33. Структурные формулы катина (а) и катинона (6). 


Основным действующим началом ката съедобного является катин и катинон (рис. 7-33). 
Кроме них, кат съедобный содержит жирные кислоты, эфирные масла. алкалоилы. В срезан- 
ном растенни под воздействием ферментов в тсчение нескольких часов катин и катинон быс- 
тро разрушаются. 

Ерйедгае пефа — обшсе обозначение для вссх видов Ёрћейға. которые содержат лействуюшес 
вещество эфедрин (рис. 7-34, а). Эфедра растет небольшим кусгиком, внешне напоминающим 
хвощ. и лостигает в высоту 30—40 (50) см. Прутьевилные членистые ветки расположены в му- 
товках, с кожистыми влагалищами возле узлов и лишены зсленых листьев. Цветки этого лву- 
ломного растения неприметны. Дикорастущее растение эфедра используют в Китае уже более 
5000 лет. употребляя ес при лихорадке. кашле, а также для повышения работоспособности. 

Галлюциногенный алкалоид мескалин (рис. 7-34. 6) впервые выделен в 1896 г. из кактуса 
пейот ( Горћорћоға ИатзйЙ), произраставшего в Северной Мексике. Южноамериканские ин- 
дейны использовали мескалинсолержащие кактусы при провслении религиозных обрялов за 
несколько веков по открытия Америки Колумбом. Галлюпиногенные дозы мескалина опени- 
ваются в 200—500 мг гилрохлорила или сульфата. Эффекты от разовой лозы наблюдаются в 
течение 12 ч. 

Упогребление разовой дозы мескалина вызывает галлющинапии. повышает сексуальную ак- 
тивность и обостряет чувствительность. Токсическими эффектами являются агрессивность, 
тревога и чувство беспокойства, неалекватное ошущение пространства и цвета, психотическис 


он њсо МН, 


сн, 
н.со 
сну 


осн, 


а 6 
Рис. 7-34. Структурные формулы эфедрина (а) и мескалина (6). 
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реакции. Наибольшее содержание мескалина в ивстках. которые имеют коричневого окраску и 
лнаметр 2.5—5 см. Они редко встречаются в незаконном обороте, так как имеют очень горький 
ькус. 

Синтетические фенилалкиламины составляют значительную часть наркотиков в пезакон- 
ном обороте на территории Западной Европы. В России количество изымаемых фенилал- 
киламминов, в частности амфетаминов, в послелиие голы растет стремительными темпами. 
Синтетические фенилалкиламины подразделяют на: 

• амфетамин: 

• мстамфетамип; 

• метоксизамешенные по бензольному кольцу; 
е метилендиоксипроизводные. 

В силу особенностей фармакологического действия средства, содержащие амфетамины, 
наиболее широкое распространсние получили срели мололежи на лискотеках и вечеринках. 
вызывая сильную психическую зависимость и привыкание. Произволимые нелегально аналоги 
амфетамина релко подвергаются тестированию по фармакологической активности. Поэтому 
при их приеме постоянно сушсствует угроза передозировки или серьезных побочных эффек- 
тов. Производители наркотических срелств не проверяют свою продукцию на присутствие 
посторонних загрязняющих веществ и полупродуктов синтеза. При приеме таких препаратов 
сушествуег реальная вероятность интоксикации побочнымн продуктами. Ряд аналогов амфста- 
мина и метамфетамина, в том числе замешенных по бензольному кольцу, оказывают сильное 
токсическое воздействие ма организм чсловска. 

В незаконном обороте наркотиков получили распространение около 20 производных ам- 
фетамина и метафетамина. Из них наиболее часто встречаются МДА! (другое названис: «охе 
Огир5»); МДМА (другис названия — «Есбабу». «ХТС», «Адатье, «ЕЗЗЕМСЕ», «СагдШас»); МДЕА 
(«Еуе», «МДЕ»); ДОМ («5ТРь); ПМА; ДМА; ТМА: ДОБ; ДОХ; МБДБ; БДБ; ДОЭТ: мескалин. 
2-СВ. Хотя в России до пастоящего момента в незаконном обороте зафиксированы случаи 
употребления только некоторых из пих (МДА, МДМА, МДЕА, МБДБ, ДОБ, 2-СВ и меска- 


лин), все упомянутые амфетамины виссены в Перечень наркотических средств и психотроп- 
пах всгиссти. Краткие свсдсния о них и некоторых других амфетаминах ланы ниже. 


Фармакология и токсикология. Амфетамины являются психомоторными стимуляторами. вы- 
ЗЫВАЮТ Психическое состояние, характеризующееся обострением чувств и повышенной эмоци- 
ональной свободой. Некоторые амфетамины в опрслеленных дозах могут оказывать галлюнино- 
генное и психотропное действис. Препарагы, солержашис амфетамины, вызывают учашенное 
серлиебиенис, стимулируют дыхание. активизируют моторную деятельность. сиижают аппетит 
и потребность в сне, снимают усталость, поднимают настроение. Физиологические симпто- 
мы у человека после принягия амфетаминов проявляюгся: расширением зрачков. учашенным 
пульсом, повышением артериального давления. иногла дрожью. Длительное употребление пре- 
паратов, сопержаших амфетамины, приводит к нарушению сердечной деятельности, кровооб- 
ращения, повышению агрессивности вплоть до психозов, а также поражению печени. почек 
и нервной системы. Унотребление амфстаминов, находящихся в незаконном обороте, часто 
приводит к возникновению неврологических заболеваний, сушествуст большой риск интокси- 
кации имеющимися примесями, передозировки и смертельного исхода. Кромс того, у потре- 
битслен амфетаминов высока склонность к суицилу. 

В настоящее время амфеламины в России в медицинской практике не применяются. 
Амфетамин (рис. 7-35. а) впервые синтезироваи в 1887 г. как аналог эфедрина и получил ши- 
рокос распространение в мелицинс в качестве бронхорасширяюшего средства. В 20—30-е голы 
ХХ века стал использоваться как стимулятор ЦНС, для подавления апистита, лечения гипоки- 
незии и нарколепсии. Осповными и тяжелейшими последствиями приема являются увеличение 
вероятности инсульта, гипертония, аритмии, параноилальные психозы. Входит в состав антилота 
для фосфорорганических веществ из армейской индивидуальной аптечки «А— 1» — афин. 
Оральная или внутривенная дневная доза для наркоманов может доходить ло 2 г. 
Метамфетамин (рис. 7-35. 6) впервые синтезирован в 1919 г. Незаконно синтезируемый 
из фенилацетона и М-метилформамида метамфетамин представляет собой рацемат, а синте- 


Полностью название вошеств см. табл. 7-4. 
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Рис. 7-35. Структурные формулы амфетамина (а} и метамфетамина (6). 


зирусмый из эфелрина с применением красного фосфора и йодистоводоролной кислоты — 
О-изомер. С иемедицинскими целями используется путем внутривенного или внутримышечного 
введения. перорально. а также влыхания паров после смешивания с марихуаной. табаком или 
петрушкой. Наиболсс опасной формой являстся «лед» — кристаллическая форма мстамфстамина 
гидрохлорида. Часто используется в смесях с кокаином, героином или другими наркотиками. 

МЛАвпервыебылсинтезирован в19 109 гиявляетсяолним изпервыхсинтетическихамфетаминов 
(рис. 7-36). Широкое распространсние в иезаконном обороте наркотиков МДА получил в Аме- 
рике в конце 60-х — пачале 70-х годов и был известен как «МеНо\ Огио» (габлетки Меллоу) 
или «охе Огивь (таблетки любви). 

Популярность МДА снизилась, после 1973 г. из-за 
многочисленных смертельных случаев в США и Ка- 
наде, которые связывали с употреблением этого вс- 
шества. Однако этот наркотик все сше имсет широкое 
распространение а ряле европейских стран. Действие 
МДА силыю зависит от дозы. При принятии малых о 
лоз МДА (менее 80 мг) лостигается стимулирующий К 
эффект. Большие лозы (более 150 мг) приводят к гал- 
люниногенным эффектам с искажением визуальных, 
акустических и тактильных ощушений. В средних ло- 
зах (80—150 мг) МДА вызываст психотропные эффекты. проявляюшисся чувством расслаб- 
ленности. прояснеписм сознания, улучшением настроения. возникновением стремления к 
общению с людьми, облегчением отношения к себе и прошлому. Доза выше 500 мг является 
смертельной. Кроме того, МДА снижает аппетит. Практически все препараты, в состав кото- 
рых входит МДА. встречаются в виде таблеток, содержаших 200—230 мг вешества. и употреб- 
ляются псрорально. Действие прспарата начинается через 30—60 мин после присма и лзится 
8—12 чу. МДА вызывает психическое привыканне средней силы при отсутствии физической 
зависимости. 

МЛМА впервыс был синтезирован в 1914 г. (рис. 7-37, а). Употребление МДМА расширяет 
границы восприятия окружаюшего мира. Потребители МДМА описывают его действие как 
«отделение души от тела». Средняя разовая лоза при приєме перорально составляет около 
100 мг. Действие начинается через 30—60 мин и продолжается 4—6 ч. МДМА вызывает высо- 
кую исихическую зависимость. В незаконном обороте этот наркотик под названием «экстази» 
появился в конце 70-х годов ХХ века в виде таблеток. капсул и порошков. содержащих 50— 
100 мг лействующего вещества. 

МЛЕА впервые синтезировали в 1980 г. (рис. 7-37, 6). Действие МДЕА начинается через 
полчаса после приема. ллится 3—5 ч. а затем мелленно ослабевает. Принимаемая лоза состан- 
ляет около 120 мг, смертельная доза — болес 500 мг. МДЕА вызывает состояние эйфории. по- 
вышение коммуникабельности, в определенных условиях происхолит резкая смена пастроения 
от эйфории к депрессии. Вызывает психическую зависимость срелней силы. 

ЛОБ (получен в 1967 г.) оказывает галлюциногенное чействис подобное МДА. по интенсив- 
ности превосхоляшие таковос МДА нримсрпо в 100 раз (табл. 7-4). Принимасмая лоза составляет 
около 2 мг. Действие наступает через 1—2 ч. длится. по разпым источникам. 18—30 ч. Нарко- 
тик вызывает сильный стимулирующий эффект. изменение цветового восприятия окружающего 
мира и облегченное восприятие собствсиных проблем: происходит потеря ощущения окружа- 
юшей действительности. иногда — потеря сознания. Смертельная лоза равна 30—35 мг. ДОБ 
является олинм из самых сильных наркотических средств и по эффекту приближается к ЛСД. 


СН 


Рис. 7-36. Структурная формула МДА. 
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Рис. 7-37. Структурные формулы МДМА (а) н МДЕА (6). 


МЬДЬБ (иногда пазывзюг МАМБА) и БДБ (см. табл. 7-4) впервые появились в незакон- 
ном обороте в начале 90-х годов ХХ века. По лействию напоминают МДМА и МДА. МБДБ 
обладает расслабляющим свойством; усиливает слухопыс. зритсльные и вкусовые ошушения. 
В настоящее время свойсгва МБДБ и БДБ мало изучены. МБДБ. БДБ. МДА, МДМА и МДЕА 
отнсесны к классу энтактогенов. Согласно определению. энтактогсны — это «вещества, про- 
изводящис чувства внутри нас». Опи пробуждают возможность и способность погружаться в 
самих себя и выявлять собственные проблемы и позитивно их разрешать. Одновременно они 
повышают коммуникабельность человека. 

ДОМ/УТР (см. табл. 7-4) был первым из производных амфетамина, появившихся в неза- 
конном обороте наркотиков в 1967 г. в США в виде таблеток массой 10 мг под названиями, 
характеризуюшими его действие: ЗТР — $егепиу (безмятежность), Тгапчиййу (спокойствие), 
Реасе (мир). ДОМ/ЅТР действует как галлюциноюен и обладает активностью, в 80—100 раз 
более пысокой. чем мескалин. но в 50—60 раз ниже. чем ЛСД. 

Высокой активностью облалает ДОХ (см. табл. 7-4). Этот иаркотнк появился висрные в не- 
законном обороте в США в 1972 г., а н Канаде, Австралии и Европе в конце 70-х — начале 80-х 
годов. Препараты, содержащие ДОХ. встречаются в виде таблеток, порошков н иропитки на 
бумажных носителях. Обладаст активностью. близкой к ДОБ. Описываемыс ощущения срав- 
нивают с состоянием комфорта и появлением видений (галлюцинаций). 

Наиболее активные амфетамины (ДОБ. ДОХ и ДОМ) встречаются в виде пропитанных 
веществом бумажек, аналогичных бумажкам с ЛСД. Остальные наркотики этой группы встре- 
чаются в виде порошкон, капсул, но прежде всего в виде таблеток. На таблегках. содержа- 
щих МДА, МДМА. МДЕА. МБДБ. как правило, вылавлены различные изображения: корона, 
птичка, автомобили, голова индейца, гнома, символическое изображение доллара ($). могут 
встречаться различные налписи (АРАМ, ЕУЕ. 1ОУЕ) и т.д. Принимают препараты обычно 
перорально, реже используют внугривениос введение. 

Кроме самих амфетаминов. в состав таблеток могут входить такие вешества. как героин, 
фентермин и флуннтразспам. Часто в таблетках встречаются кофсин, аспирин. паранстамол, 
о-метилбензиламин, эфедрин. хинин. изосафрол (прекурсор для получения некоторых амфе- 
таминов). лидокаин, тестостерон (гормон), хлорамфеникол (антибиотик). 

В качесгве наполнителей лля таблеток и порошков. как правило, используюг крахмал, лак- 
тозу, глюкозу, фруктозу, карбонат казьция, маннит, сорбит и лругие вещства. а в качестве свя- 
зуюшего при таблетировании — подивипиловый спирт. Эффективные дозы и время действия 
приведены в табл. 7-4. 

На осповапии Списка 1 «Перечня наркотических средств. психотропных вешеств и их пре- 
курсоров. поллежаших конгролю в Российской Федерации» производные амфетамина отнесены 
к наркотическим срелствам, оборот которых запрешен на территории Российской Федерации. 


Таблица 7-4. Дозы и время лействня синтетических фенилалкиламннов 


Вещество Хнчическое названне Эффективная Время действии, 
доза, мг ч 
МДА 3,4-Метилеиднокснамфетамии 200—230 8—12 
МДМА 3,4- Мегиленлиоксимстамфстамин 80—150 4—6 
МДЕА 3,4- Мегилендиокси- М-эгиламфетамин 100—200 3—5 
ДОМ/ЅТР 2.5-Диметокси-4-метил-амфстамин 3—10 14—20 
ИМА 4-Метокснамфетамин 50—% короткое 


ДМА 2,5-Диметокснамфетамин $0— 160 $—8 
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ТМА 3.3.5-Триметоксиамфетамии 100—250 6—8 
ДОБ 2.5-Диметоксн-4-бромамфетамин 1—3 18—30 
Дох 2.5-Димстокси-4-хлорамфеламин 1,5—3 12—24 

МБДБ М-Метил-1-(3.4-метилендиоксн-фенил)-2-бу- 180—210 4—6 

танамин 

БДБ 1-(3.4-метиленляоксифенил)-2-бутанамни 150—230 4—8 
ДОЭТ 2.5-Диметокси- 4-этиламфетамии 2—6 14—20 
Мескалин* 3,4,5-Тримстоксифенэтиламин 300—500 10—12 

ЛСД* Днэтиламил лизергиновой кислоты 0.03—0.05 8—12 


* Дозы и время лействия привелены для сравнения. 


Фенилалкиламины являются стимуляторами ЦНС, симпатомиметиками, пекоторые из пих 
широко используются в медицине (например. эфедрин — а-, В-алреностимулятор, вызывает 
сужение сосулов. повышает артериальное лавление). Считается. что они увеличивают уровень 
катехоламинов в сннаптическом пространстве, блокируя обратный захват порэпиисфрина (пор- 
алреналина) и лопамина пресинаптическими исйронами и высвобожлая указанные нейромели- 
аторы. Амфетамин и метамфетамин ингибирют различные моноаминооксилазы. Установлено. 
что амфетамины не обладают сродством к попаминовым репенторам и алрснорепепторам. но 
увеличивают высвобождение серотонина, что (по сушествующей теории) объясняет эффекты 
этих наркотиков, связанные с повсденческой реакиией. Правоврашающие энантиомеры амфс- 
таминов в пять раз более активны как стимуляторы, чсм их левонрашающис аналоги. 

Амфстамины не лают выраженной физической зависимости, но при резком прекращении 
присма возникает абстиненция: стойкая бессонница, депрессия с илсями самообвинения, иног- 
да с суицидальными тенденциями. психоз, помрачиеине сознания, двигательное возбуждение, 
в некоторых случаях преобладают бредовые идеи преследования, галлюцинации. 

Хроническая интоксикация характеризуется выраженной. иногда очень интенсивной. психи- 
ческой зависимостью. Она приводит к общему истошению, заметному снижения массы тела, веге- 
то-сосулистым нарушениям. бессоннице, тахикардии, аритмии. гипертонии. раздражительности, 
возбудимости. патологическому развитию личности. Длительное применение стимуляторов приво- 
дит к сиижсиню интеллекта. зацикливанию на несушественных деталях, сужению круга иптересов. 
В последнее время стало увеличиваться количество случаев приема эфедринсодержаших смесей. 

Физико-химические свойства. Всшества основного характера. В форме оснований фенилал- 
кнламины (кроме эфедрина) — маслянистыс труднолстучие жидкости, в форме солсй (гидро- 
хлориды, сульфаты) — белые или слегка кремовые порошки или кристаллы, легкорастворимые 
в полярных расгворителях и практически нерастворимые в хлороформе и эфире. Фенилалки- 
ламины обладают оптической активностыо. 

Токсикокинетика и биотрансформация. После орального ввеления фенилалкиламины быстро 
всасываются в желулочно-кишсечином тракте и распределяются по органам, хорошо снабжас- 
мым кровью. 

Около 70% дозы метамфетамина вывопится с мочой за 24 ч. До 45% от дозы выводится как 
неизмененное вещество, до 15% как 4-гидроксиметамфетамин и около 5% как амфетамин — 
основной активный мстаболит. Вылеление неизмененного всшества зависит от рН мочи, уве- 
личиваясь при кислом значении рН мочи н резко уменышаясь (до 2%} при шелочных значени- 
ях. Метамфетамин является метаболитом бензфетамина и селегилина. 

Амфетамин также быстро абсорбируется после присма внутрь или ректального введения 
Его глантый метаболический путь — окислительное дєамипирование с образованием фенила- 
цетона и бензойной кислоты, которая после конъюгации с глицином даст гиппуровую кислоту 
(рис. 7-38). Меньшес значение в метаболизме наркотика имеют реакции ароматического гид- 
роксилировапия с формированием активного метаболита 4-гидроксиамфетамина, В-гилрокси- 
лирование. которое является стереоселективным лля (+) - изомера амфетамина, формирование 
норэфелрина (фенилпропаноламина) и М-окисление. Пролукты ароматического гидроксили- 
рования и М-окисления выволятся с мочой конъюгированными с серной или глюкуроновой 
кислотами. Выделение амфетамина. как и метамфетамина зависиг от значения рН мочи. зна- 
чительно увеличиваясь при кислых значениях рН мочи. 
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Рис. 7-38. Схема биотрансформации метамфетамина 


После приема болыцих лоз. амфетамин обнаруживается в моче в течение нескольких лней. 
Приблизительно 30% дозы амфетамина выволится в неизмененном виле с мочой за 24 ч. а 
90% лозы— в лечение 3—4 лней. Количество амфетамина, вылелившегося за 24 часа. может 
достигать 74 % дозы в кислой среде и уменьшиться до 1—49 в щелочной. при этом ворастает 
процсит гиппуровой и бензойных кислот (50% дозы) Обычный состав выделившихся мстабо- 
литов: гиппуровая кислота — 16—28 9, бензоилглюкуронид—4 %, 4-гидроксиамфетамина—2-- 
4 %, норэфедрин. конъюгированный 4-гилроксиамфетамнн и фепмлацетон—2% (табл. 7-6). 
Таким образом. при кислом значснин рН максимален выход вещества в неизмененном видс 
с увеличением псриола полувыведения. а при шелочном значении рН увеличивается процент 
метаболитов и снижается период полувыведения. 

Максимальная кониептрация фепилалкиламинов в крови достигается { в среднем) в течение 
2—3 ч (табл. 7-5). 


Таблица 7-5. Конценграция фенилалкиламинов в плазме крови 


ция в плазме. мкг/мл 


токсическая ная | 
> . 9,2—3,0 — = 

0.01—0.05 0.1—2,0 
Эфедрин 0.035—0,0к 0.15--10.0 
|Нерэфелгин 0,05—0.12 До 50.0 


| Эфелрон - Њ.. 0.2—30.0 


Амфетамин 
Мстамфстамин 
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Фармакокинстические параметры некоторых фенилалкиламинов привелены в табл. 7-6. 


Табалила 7-6. Фармакокинстические параметры фенилалкиламинов 


Вешество | рк, Т.Ч. Основные Вылеление 
М а Мн, % в неизмененном виде, % 
Амфетамин 9.9 | 8—12 |Гиипуровая кислота —160—28%. бензоил- 30—70 


люкуронил — 4% 
4-Гилроксиамфетамин —2—4%. 
норэфедрин —2%. 


Метамфетамин 10.1 9 Амфетамин — 5% 45 
| ‚4-Гидроксимстиламкламин — 15% | 
Эфедрин 9.6 | 3—1! Норэфеарии — 8—20% 55—75 


Бензойная н гнннуровая кислоты, фснил- 
пропаплиол — 4—13%. 


Норэфелрии 9.4 4 Амфетамин. эфелрип, лиэтилиропионат — 9 
менее 5% 
Эфедрон 9.0 | 3—8 Эфелрин— 50—6% 15—20 


Норэфелрии — менсе 2% 


Концситрация метамфетамина в суточной моче после разового присма 10 мг составляет 
0.5—4.0) мг/л, 30 мг — до 7 мг/л. В моче изркоманов концентрации метамфетамина составляет 
24—223 мг/л, а амфетамина — 1—90 мг/л. 

МДМА выделяется с мочой в исизменениом виде до 65% принятой дозы за 72 чи 7% как 
МДА. Например, кониентрания МДМА в моче после присма 105 мг составила 17 мг/л. а МДА — 
менее 3 мг/л. На риє. 7-39 представлена схема биотранеформании МДМА (экстази). МДМА 
метаболизируется путем № -деметилирования в МДА. 


Методы определения 
Используют каиельный химический анализ, ИХМ, ТСХ, ВЭЖХ, КЭ, газовую хроматогра- 
фию. ГХ-МС, ИК-спектрометрию. Фурье-ИК-сиектрометрию (примеры см. гл. 6). 
Капельный химический анализ проводится при исслеловапии таблеток. При этом часть 
таблетки массой 5—10 мг растирают в ступке. растертый порошок помешают в фарфоровую 
чашку и лобавляют 2—3 капли рсакгива Марки. наблюдая при этом появившуюся окраску. 
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Рис. 7-39. Схема биотрансформацин МДМА (экс!азм). 
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Через 10—15 мин фиксируют изменение окраски. ссли оно наблюластся. В качестве систем 
растворителей лля ТСХ используют чаще всего хлороформ.-ацетон—этанол — 25% раствор 
аммиака в соотношении (20:20:3:1) или толуол—эЭтанол—триэтиламии (9:1:1). 

Опрелеление амфетаминов в биообъектах проводят после экстракции. ЖЖЭ проводят в силь- 
ношелочной среде эфиром, хлороформом или толуолом, ТФЭ — на патронах С18. ХАД-2 ис 
последующей сталией — реэкстракцией. После этого возможен прелваритсльный анализ иммуно- 
химическими методами и/или ТСХ с дальнейшим полтверждением полученных результатов ме- 
тодами ГХ-МС и ВЭЖХ. При определении методом газовой хроматографии использую” прием 
периватизанции. зпачительно улучаюший аналитические сигиалы и результаты анализа (рис. 7-40) 

Получение ТФА-лсриватов — продуктов взаимолействия трифторуксусного апгидрила ам- 
фетаминов — ироводят по следующей методике. Сухой остаток после экстракции растворяют 
в 0,5—1 мл толуола. добавляют 50—100 мкл деривагизирующего реактива (например. трифто- 
руксусного ангидрида). закрывают и нагревают до 600 °С в течение 30 мин. Далее охлаждают 
до комнатной температуры, добавляют 1 мл 5% раствора гидрокарбоната натрия и тщательно 
перемешивают. Верхнюю фазу анализируют методом газовой хроматографии или ГХ-МС. При 
необходимости пробу разбавляют. 

На рис. 7-41 и 7-42 приведены ИК- и масс-сисктры МДМА (другис примеры см. гл. 6.4.2.2) 


7.3.4. Кокаин 


«..если у вас есть это внутреннее качество — душевное рав- 
новесие. то даже при отсутствии различных внешних усло- 
вий. коюрые большинство считает необходимыми лля счас 
тья. вы сможете вести жизнь, полную счастья и радости...» 
„Далай Лача 


Кокаин и лист коки — самые мощные стимуляторы растительного происхождения, извест- 
ные людям. Южнозмериканские индейцы используют наркотики кокаинового куста более 
5000 лет лля вхождения в транс при религиозных обрядах, для улучшения самочувствия. снятия 
усталости и уменьшения чувства голода, а также чтобы опрелелить меру времени и расстоя- 
ния. В некоторых исторических документах майя расстояния приводятся в количестве ртов 
Заполнепных листьями коки. употребленных за время посздки. Такая елинина измерения нз- 
зывалась «сосайа». Кокаин вылслен из листьев коки в 1859 г. А. Ниеманом (А. Міетапп) в Гог- 
гингемском университе. его структура расшифрована в 1898 г., а синтез осуществлен в 1902 г 
(см. электронное ириложенис) 
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Рис. 7-40. Газовая хроматография: хроматограмма смеси фенилалкиламинов до лериватизацин (а) и после 
дериватизации (6) пробы. 
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Рис. 7-41. ИК-сисктр МДМА. 


В ХМИ-—ХХ веках кокзии широко распространялся как своболно доступный и «безврел- 
ный» стимулятор. Он использовался для местного обезболивания. входил в состав большого 
числа лекарств. прохлалительных папитков. тоников, вин и лакомств. Наиболее известными 
из них являлись смсси вин с кокаином. например «Ут Мапати. Роршаг Егепсћ (опіс міпе» и 
«РетБепоп‘ѕ Гтепсћ мте соса», потребление которых счигалось привилегией высшего обше- 
ства и интеллектуальной элиты обшества. В 1885 г. одна из фармацевтических компаний США 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных... 589 


Сну чтобы оправдать расхолы на их культивирование. 

РА Кусг коки требует богатые тумусом почвы. влаж- 

н ный климат (80—90% влажности) и обычно растет 

о па высоте 5008—2000 м. нал уровнем моря в местах. 

где температура постояпно держится между 15 и 

м 20 °С. В этих условиях можно собирать ло 4 урожа- 

св в гол. Кусты коки пают первый урожай листьев 

через 18 мес после высалки и могут плодоносить 

\ 2 о в течение 40—50 лет. Листья собирают 3—4 раза в 

год. сушат и упаковывают. Листья коки содержат в 

средием около 1% кокаина, кажлый акр занимают 

7000 растсний с массой листьев около 800 кг. Для 

Рис. 7-43. Структурная формула кокаина. получения | кг пасты кокаина необходимо около 

100—200 кг листьев. Около 2.5 кг пасты кокаина 

требуется для получения 1 кг основания кокаина. а 1 кгоснования преврашастся в | кг порош- 
ка кокаина. главным образом в виде кокаина гипрохлорила с чистотой 89—90. 

Кокаина гидрохлорил — белый кристаллический порошок. Т,,98 °С (основание), Т, 157— 
202 °С (гидрохлорил), облаласт слабыми основными свойствами(рК, 8,6). Кокаина гилрохло- 
рил хорошо растворяется в воле. Так. | г кокаина гилрохпорила растворяется в 0.5 мл волы. 
в 3.5—4,5 г этанола. Этими свойствами часто пользуются контрабандисты для нелегальной 
перевозки наркотика в виле растворов. маскируя кокаин под ликероводочные или парфюмер- 
но-косметическис изделия. (Литровая бутыль можег солержать раствор. в котором содержится 
до 70% кокаина гилрохлорила). К кокаину часто подмештивают другие ингредиснты: лактозу, 
инозитол. манитол или местные анестетики — лидокаин. бензокаин. прокаин. 


о 


Наркотические средства коки 


Листья коки. Потребленис листьев коки первоначально было прерогативой элиты лревних 
индейцев. Сегодня их потребляют большинство аборигенов Южной Америки. Листья коки в на- 
стоящее время широко используются при произволстве чая «Соса та». Паста кокаина — суль- 
фат кокаина. базисо, Баба. рИШо. «тесто». Это низкосорлиый наркотик. который примсиястся в 
городских трущобах Южной Америки. Паста представляет собой промежуточный продукт псере- 
работки. Кокаина гипрохлорид — белый кристаллический порошок (сВо\) или большие. иног- 
ла бесппстные кристаллы (госК), обычно без запаха. Используется для ниутривенного введения 
или получения кокаина основания. Для уличной торговли кокаина гилрохлорил разбавляется 
до 12—50% добавлением пирацетама, кофеина, лилокаииа. прокаина, бензокаина. сахарами и 
крахмалом. Кокаина основание (крэк, йееБазе, сгаск) получается из кокаина сульфата. Основа- 
ние (крэк) нерастворимо в воле. обычно употреблястся в виле паров после возгонки порошка с 
фрагмента фольги при нагревании или его смешивают с табаком или гашишем. Действие крэка 
в 5—10 раз сильнее при курении, чем у соли кокаина. Когда крэк курят отлельно или вместе с 
табаком либо вдыхают через специальные трубочки. то при горении высвобожлается коканна 
основание. которое быстро проникает в мозг, обеспечивая выраженную эйфорию. Трубочки лля 
использования крэка и кокаина состоят из двух отделений. В олно отлелеиие помешают препа- 
рат, а в другое — охлаждающую жидкость. Стеклянные трубочки часто трескаются в процессе 
нагревания. отсюда и название препарата. По другой версии название «крэк» связано с потрес- 
киваниями при горснии наркотика. 

Для маскировки наркотнка под растворимый кофе или чай соли кокаина смешивают с 
хлоридами кобальта или железа до получения состава, содержащего примерно 40% кокаина. и 
траиспортируют под названием «коричневый» кокаин. Послс лосгавки наркотика на место сго 
потребления кокаин выделяют экстракцией органическими растворителями. «Черный» кокаин 
получают смешивапием солей кокаина с полимерным материалом, из которого затем изготов- 
ляют статуэтки. портфели-липломаты, подставки и прочие предметы. В последующем кокаин 
выделяют экстракцией органическими растворителями. Наркоманы со стажем часто соединя- 
ют кокаии с героином. Такую смесь —кокаина и героина в равных пропорциях— называют 
«рее -БаН пихгигеь. При этом действующая доза кокаина снижается до 4—10 мг. «Спидбол» 
(«ЗресЧ-БаП») в ответе за многие смерти (смерть известного актсра-комика Д. Белуши). 
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Фармакология и токсикология кокаина. Кокаин оказывает влияние на лофаминергическую 
систему. До сих пор кокаина 1—5% раствор применяется в качестве месгно-анестезирующего 
препарата в хирургии глаза. носа. уха и глотки. Кокаин вызывает сужение кровеносных сосу- 
дов. умснынаст кровотечение (периферические эффекты). а также расширяет зрачок. Высшая 
разовая доза 0,03 г, высшая суточная доза 0.03 г. 3. Фрейл был первым. кто исслеловал воз- 
действие кокаина на организм. 

При всасывании кокаин воздействуст на ЦНС. вызывая эмоциональный подьем. ощущение 
прилива энергии, «усиление» умственной активности, долгий период бодрствования. сниже- 
нис потребности во сне, подавляя анистит, увсличивая физическую выносливость. Основные 
признаки потребления коканна: 

• потеря массы тела; 

• неопрятный внешний вид; 

~ покраснение кожи от постоянного почесывания (« укусы кокаиновых клопов»); 

» хронический насморк и частые респираторные заболевания; 

расстройство сна, бессонница; 

расширенные зрачки; 

неразборчивая речь; 

разлражительность, агрессивность, злоба; 

тремор. конвульсии, судороги, припадки; 

депрессия; 

паранойя: 

бред, ложные и иррациональные илси; 

галлюцинации обонятельные. слуховые и тактильные; 

нарушения дыхания вплоть ло отека легких и остановки дыхания; 
сердечно-сосулистые нарушения: аритмия, фибрилляция, инфаркт. остановка сердца; 
церебральный инфаркт. инсульт: 

склонность к самоубийству. 

В табл. 7-7 привецены характерные внешние проявления длительного приема кокаина. 


Таблица 7-7. Внешние признаки приема кокаина 


Признак Комментарии 

Перфорированная Впервые описана в 1900-х годах. когда вдыхание кокаина стало нопуляр- 

носовая перегородка ным. Закапывание в нос капель, содсржаших сосудосуживающие вешества, 
можсг привссти к схожим результатам 

Кокаиновые «следы» В месте последней иньекции появляются оранжево-розовые кровоподтеки, 
нногда с обозначенной центральной зоной вокруг укола. Со временем эти 
поврежления становятся желтыми и голубыми. иногла заживают без рубиа. 
Медленно заживаюнис кожные язвы имеют красное или серое пно и блел- 
ные края 


«Крэковый кератит» Курение крэка ансстезпруст роговицу у курильщиков. Сниженная чувстви- 
тельзость может привести к очень сильному давленню на глаза при расти- 
рании, что в свою очередь вызываег повреждение роговицы или кератит с 
язвами и инфекинсй 


«Кроковый палец» Мозоль можег возникнуть из-за многократного конгакта болыною пальша с 
колесиком зажигалки 
«Крэковая рука» Почерневшие гиперкерагозные и ожоговые повреждения на внутренней сто- 


роне ладоней образуются из-за постояниого обращення с горячими крэко- 
выми трубками 


Эрозии зубов Пероральное или интраназальное применение коканна приводит к воздейс- 
твию на зубы кислоты. которая повреждает зубную эмаль. Язвы на деснах 
также появияюгся в местах аниликации вещества 


При интраназальном введении кокаин попадает в мозг через 3—5 мин, лостигает пика ак- 
тивности через 15—20 мин. эффект длится 1—1'/, ч. При внутривенном способе введения кока- 
ина эффект наступает через 15—30 с. достигает пика активности через 3—5 мин и длится очень 
недолго. При курснии всщества (чаше всего крэка) кокаин попадает в мозг практически сразу 
(через 6—7 с), эффект длится 10—15 мин. Из-за гидролиза препарата в желудочио-кишсчном 
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тракте пероральный способ введения наиболее токсичен. Смертельная доза кокаина для чело- 
века. рансс не употреблявшего наркотик, составляст 200 мг. Разовая «уличная» доза 15—60 мг. 
Для интраназального введения («дорожка» длиной 3—5 см) лоза от 10—20 ло 50—100 мг. Ток- 
сическая оральная доза 500 мг. При индивидуальных вариациях летальная доза колеблется 
от 20 мг ло 8—10 г. составляя в средием 1.2 г для наркомана. При передозировке возникают 
психомоторное возбуждение, бред. гипертермия, судороги. Возбужлающее. веселязисе действие 
кокаина (сумеречное состояние) сближает кокаинизм с алкоголизмом. Смерть может насту- 
пигь от нарушения дыхания и паралича сердца, концентрация кокаина в крови при этом обыч- 
но превышает 6,2 мг/л. При длительном употреблении кокаин вызывает тяжелые побочные 
эффекты. Кокаин часто принимают вместе с бензодиазепииами, метаквалоном. опиалами и 
металоном. реже комбинируют с барбитуратами, алкоголем, пропоксифеном (синтетический 
морфиноподобный аналгетик) и хинином. 

При кокаинизме развивается толерантность. В течение нескольких месяцев наркоманы пот- 
ребляют до 5—10 г кокаина, в то время как у людей. не принимающих кокаин, 100 мг препа- 
рата является максималыюй лопустимой лозой при местной анестезии. 

В результате злоупотребления кокаином нарушается кровоснабжение серлна. возникает 
аригмия. повышаегся артериальное давление. что нередко приводит к апоплексическому удару 
лаже в молодом возрасте. Часты случаи остановки сердца у людей, не имевших ранее нару- 
шения кровообращения коронарной артсрии и пороков серлиа. Употребление кокаина может 
спровоцировать инфаркт и инсульт. Некогорые осложнения. связаиные с длительным употреб- 
лением кокаина, приведены в табл. 7-8. 

Токсикокинетика и биотрансформация. Основными мстаболитами кокаина являются бензоил- 
экгонин, экгонин и метиловый эфир экгонина (неактивные метаболиты), норкоканн (актив- 
ный мстаболит) и ряд других — этилэкгонин, гидроксикокаин. метилэктопидни (рис. 7-44). 
Т, кокаина 38—67 мин, бензоилэкгонина 4—6 ч, метилэкгонина 2—7 ч. 


Таблица 7-8. Действие кокаина на различиые системы организма 


ЦНС 


Респираторная 
система 


Желудочно-кин- 
шечный тракт 


Голова и шея 


Почки 


Эндокринная 
система 


Острое действие 
Эйфория. редко — дисфория 
Ошущение прилива энергии 
Усиление умственной активности 
Повышение чувственного восприятия 
Пониженный аппетит 
Повыненное беспокойство 
Снижение потребности в сне 
Повынюенная самоуверенность 
Бред. 


Пневмоторакс 
Пневмомедиастенизм 
Писвмоперикардит 
Отек легких 

Лчаюочное кроволечение 


Гастролуолснальная перфорация 
Колит 


Язвенный гингивит 

Кератит 

Перфорированная носовая перегородка 
Изменение обоняния 

Окклюзия ретинальной артерии 
Носовое кровотечение 


Рабдомнолнз 
Острый тубулярный некроз 


Хроническое лействне 


Головные бози 

Судороги 

Церебральные кровоизлняния 
Мозговые инсульты 
Церебральная атрофия 
Церебральный васкулит 
Депрессия 

Паранойя 

Психоз 

Самоубийство 
Галлюпинаторные расстройства 


«Крэковое легкое» 
Облитерирующий бронхиолит 
Обострение астмы 


Эрозия зубной эмали 


Эпителнальные дефекты роговины 


Хронический ринит 
Зяокачественная гранулема 
Зрительная нейропатия 
Остеолитический синусит 


Гипериролактинемия 
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Основание кокаина нерастворимо в воле и растворимо в органических растворителях. Соли 
кокаина растворимы в воде и нерастноримы в органических растворителях (гептане). 


Метод ТСХ позволяет иленифипировать кокаин в присутствии родственных соединении 
(табл. 7-10). 


Таблица 7-10. Хромагографическая подвижность кокаина" 


Вещество Значения В <100 | 
№! №2 №3 

Кокаин 81 59 56 
Экгонин 0 $4 0 
Метилэкгонии 61 6% 44 
Бензоилэкгонин 0 25 

Циннамоилкокаин 83 59 5 
Бензокаин 77 80 И 
Металои 75 41 74 
Прокаин 61 55 10 


* Система растворитслей: 

№ 1: хлороформ—диоксан—этилацетат — 25% аммиак (60:10:5); 
№ 2: метанол концентрированный аммиак (100: 1,5): 

№ 3: никлогексан—толуол-—диэтиламии (75:15:10). 


Водные растворы кокаина имеют характерный максимальный пик поглощения в УФ-облас- 
ти при 233 и 275 нм (рис. 7-45). 

Эфирный экстракт образца кокаина переносят в агатовую ступку ма порошок бромида ка- 
лия, выпаривают в сушильном шкафу при 50—60 °С досуха и снимают ИК-спектр (см. выше 
рис. 6-127). ИК-спсктр кокаина основания — 1275. 1700. 1106. 1728. 710, 1040, 1280 см"! и 
ИК-спсктр кокаина гидрохлорида — 1712, 1730. 1276. 1230. 732, 1106, 1075, 1025 см" легко 
различимы. 

Исследование биологических объектов проводится согласно общей схеме определения нарко- 
тиков (см. выше) с использованием методов ТСХ и/или ИХМ и ВЭЖХ (или газовой хроматог- 
рафии или ГХ-МС). Масс-спектр кокаина и основные фрагменты (ионы) кокаина, определяе- 
мые методом масс-спектрометрии, представлены на рис. 7-46 и 7-47. 

Исследование волос и ногтей. Для решения ряла экспертных залач возникает необходимость 
анализа таких биообъектов. как волосы и ногти (см. гл. 5). Содержание кокаина в волосах ис 
зависит от способа введения. Длительность определения в волосах разовой дозы от 2 ло 6 мес. 
Содержание кокаина, определяемое в волосах, лежит в пределах 0, 1—16 нг/мг (если полученное 
содержание выше 20 иг/мг. то результаты следует рассматривать как ошибочные). Содержание 
бензоилэкгонина в волосах менее |! нг/мг. Содержание метилэкгонина — на уровне предела 


ив 


200 225 250 275 300 325 350 375 400 


Рис. 7-45. УФ-спектр кокзина. 
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100 200 300 


Рис. 7-46. Масс-спектр кокаина 
о 
| 
Ф с 


по а 
+ 


Рис. 7-47. Фрагментация кокаина при масс-спекгрометрии электронным ударом нри 70 эВ. 


обнаружения метола или ниже. Максимальное содержание кокаина в волосах определяется в 
теченис на 1--2 мсс после приема разовой лозы (рис. 7-48). 


В табл. 7-11 приведено соотношение содержания основных метаболитов кокаина в различ- 
ных биообъектах. 
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Содоржание кокаина 
в ностих 4.81 нм 
моны 303. 272.198.182 туг 


и 


Время удерживания, ми 


Рис. 7-48. Опрсделсние кокаияа в ногтях методом ГХ-МС. 


Таблина 7-11. Соотношение солержания основных метаболигов кокаина в различных биообъектах 


Мола Пот т Вояосы 
Бензоипэкгонин = метиловый Кокаин > метиловый эфир экгонина Кокаин > бензоилэкгонин > метило- 
эфир экгоинна > кокдии > беизоилэкгонии вый эфир экгонина 


Различный качествсниый и количественный состав мстаболитов наркотиков (в частности. 
кокаина) в моче, поте и волосах свидстельствуст о различных механизмах вылеления наркоти - 
ков в биологические жидкости и волосы. Риск ложноположительных результатов значительно 
снижается при исследовании волос (ногтей), что связано с наличием стадий отмывки поверх- 
ности этих объектов от внешних загрязнений. 


7.3.5. Галлюциногены: ЛСД, псилоцин (псилоцибин), фенциклидин (РСР) 


Я отстраняю мягко видимый мир. 
Слышу вдали и вблизи неясный рев. 
Странный датский голос в монх ушах. 
Может быть. мой? Ну. что же, мои слова, падают странно 
сквозь лень. словно во сне. Тусклый солнечный свет мне снит- 
ся. Зато ясным взглялом любви я вижу людей. быстро идущих 
кула-то своим иутем. Мир очень красив. Минуты и дни связа- 
ны танисм чистого забытья. Я примирен н с Богом, и с людь- 
ми. Сынься же. тихий песок в стеклянных часах. Я безмятежен 
и не слежу за тем. как равнодушно ты УБИВАЕШЬ меня». 

4. Саймонс. «Пьющий абсент» 


ЛСД был впервые получен в 1938 г. в швейцарской лаборатории «Саилоз» доктором 
А. Хофманом (Но тап). который в то время проволил эксперименты с производными алка- 
лоидов спорыньи. Особый иитерес к ЛСД был проявлен после того. как Хофман случайно 
проглотил очень малое количество препарата. У него появились красочные зрительные гал- 
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чали изменяться формы предметов и лина окружающих, 
появились яркие фантастические видения, отсутствовала 
способность сконцентрировать внимание, двигательнос 
беспокойство сменилось состоянием неподвижности. 
Через 6 ч после приема ЛСД самочувствие доктора зна- 
чительно улучшилось, а на слелующий день он чувство- 
вал себя здоровым. Пережитые ощушения необычайного 
волисния и беспокойства были им подробно описаны. 
Так впервые было обнаружено, что ЛСД способно вызы- 
вать у человека временное изменение психики. 

ЛСД (рис. 7-49) является одиим из мпогочисленпых 
полуснитетических производных алкалоидов спорыньи 
(5есаіе сотшшт, Сіауісерѕ) — гриба, паразитируюшего на 
колосьях ржи. 

С получением ЛСД началась эра выделения психотоми- 
Рис. 7-49. Структурная фюрмула ЛСД. умотиков из природных соелинений. Изменяя их структуру. 

было получено большое количество различных полусинте- 
тических и синтетических препаратов. обзалающих галлюниногенной активностью. Многие 
психотомиметики. особенно ЛСД. стали доступны широкому кругу людей. Это объясияется 
тем. что своеобразное действие ЛСД на чсловека широко осветалось не только в научной. но 
и в популярной литературе. демонстрировалось в кино и по тслевидению. Одним из тех. кто 
популязировал свойства ЛСД. был американский писатель К. Кизи, автор знаменнтого романа 
«Пролсгая нал гнездом кукушки». В начале 1960-х годов рял психофармакологов, изучавших 
действие ЛСД, выступили с пропагандой сго приема как способа самопознания, саморазвития, 
своего ропа «биохимического ключа» к получению мистических и трансцедентальных персжи- 
ваний. Некоторое время ЛСД не вхолил в число запрешенных препаратов. в результате чего 
препарат стал «молным безумством». Росту злоупотреблений ЛСД в этот нериод способствовала 
высокая популярность сго у хиппи, срели когорых число принимавших его составляло десятки 
тысяч. ЛСД стал причниой нескольких воли наркоманий в США. Фраишии и Германии. 

Некоторые жаргониые названия ЛСД: А, «кислота». «цилинлры», «барабаны», «черная звез- 
ла». «промокашка», «СИНИЙ восход», «синяя звездае. «золотой дракон», «кофе», «виноград», 
«оранжевый туман», «небо в алмазах», «розовая пантера», «фиолетовый туман» и т.л. 

Способы применения. Чащс всего ЛСД получают в видс порошка или раствора. В незакон- 
ный оборот он обычно поступает в виле таблеток. капсул по 100 мкг. растворов для инъекций, 
тонких квадратов желатина (уіпӣом рапеѕ). «марок» — перфорированной бумаги (Ыойег асю). 
пропитанной раствором ЛСД. Доза ЛСД сильно варьирует. но чаще всего составляет от 30 ло 
50 мкг. Большииство исследователей считает 10—30 мкг ЛСД минимальной действующей до- 
зой для человска. Дозы ЛСД, применяемые для создания «искусственного» психоза, лежат в 
прелелах 70—150 мкг изи 1—2 мкг/кг массы тела. Случаи. окончившиеся смертью от присма 
ЛСД. не зарегистрированы, однако известно о самоубийствах после его применения из-за нса- 
лекватной опснки реальной обстановки. Например. человек. находящийся под действием пре- 
парата. пытается рукой остановить автомобиль или летать как птица, прыгнув с 10-го этажа. 

При внутривенном ввелении эффект проявляется через 1—5 мин. при внутримытечном — 
через 15—20 мин. при приеме внутрь — через 30—60 мии. ЛСД хорошо всасывается при перо- 
ральном присмс, поэтому чаще всего используют этот способ введення. 

Фармакология и токсикология. Механизм действия ЛСД на организм человска до конца пе 
изучен. Биохимичсскис исследования обнаружили ангагонизм между ЛСД и ссротопииом. 
Наркотик. изменяя солержание серотонина в мозге, может активизировать спепифические 
психотоксические черты личности. О-Изомер ЛСД является одним из самых активмых психо- 
тропных всшеств, известных человеку ло настоящего времени как среди синтстичсских, так и 
срели природных веществ. При приеме препарата внутрь через 20 мин появляются вегетатив- 
ные симитомы. через 30--60 мии — психические нарушения. которые достигают максималь- 
ной выражениости через 1,5—2 ч. Продояжительность психоза составляет 4—15 ч, при приеме 
больших доз действие пролонгируется до 10—12 ч. Эффективность препарата при одном и том 


Е люһинаиии. которые прохолжались около 2 ч, Затем на- 
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же способе введения зависит от дозы. В минимальных позах (50—70 мкг ЛСД) он вызывает 
состояние, напоминающее алкогольное опьянение. При увеличении дозы до 75—100 мкг по- 
является эйфория или анатия. ЛСД в больших лозах (200 мкг и более) вызывает характерное 
психотомиметическое состояние с бреловыми идеями и потерей критического отношения к 
своим переживаниям. Полная потеря контакта с реальностью вплоть до появления чувства 
«растворения» личности отмечена при введении ЛСД в лозах 600 мкг и выше. Ежедневный 
прием ЛСД вызывает быстрое привыкание к препарату. При длительном применении ЛСД 
развивается психическая и эмоциональная зависимость, при этом наблюдается дегралация 
личности, возможны развитис слабоумия. резкое нарушение памяти. суицидальные мысли и 
поступки. Лица, злоупотребляющие ЛСД. оканчивают свои дни в психиатрических клиниках 
или умирают от болезней. вызванных токсическим действием препарата. 

Токсикокинетика и биотрансформация. ЛСД быстро всасывастся и, легко преодолевая гема- 
тоэнцефалицеский барьер. достигает мозга. Т, „равен 3.6 (2.9 — 5,14) ч. Длитсльность действия: 
8—12 ч. Уровни ЛСД в плазме и моче в течение нескольких часов после приема разовой дозы 
составляют менее нанограмма. Максимальная концентрация в плазме после орального приема 
1 мкг/кг ЛСД достигается через 1 чи в интервале до 3 ч составляет 1.7—1.85 нг/мл. Затем кон- 
центрация препарата резко снижастся до 1.1 нг/мл черсз 6 ч и ло 0,2 иг/мл через 24 ч. Макси- 
мальная концентрация вещества в плазме наблюдается в пределах | ч и составляет 4—6 нг/мл 
после употребления 2 мкг/кг ЛСД. 

ЛСД быстро метаболизирует и выводнтся из организма с мочой. Менее 1% дозы обнару- 
живастся в моче в виде неизмененного соединения. Основными мстаболитами ЛСД являются 
2-окси-ЛСД, 2-окси-3-гидрокси-ЛСД, М-демстил-ЛСД (нор-ЛСД); этиламид лизергиновой 
кислоты (ЛАЗ): 12-, 13- и 14-гидрокси-ЛСД и другие метаболиты, которые образуют конъ- 
югаты с глюкуроповой кислотой (рис. 7-50). Концентрация неизмененного наркотика в моче 
после принятия дозы 200—400 мкг в течение первых суток составляет 0.001—0.005 мкг/мл. 
После однократного приема 2 мкг/кг (140 мкг/70 кг) ЛСД максимум концентрации его в плаз- 
ме крови (0.005 мкг/мл) наблюдается спустя | ч после приема. через 8 ч эта концситрация 
снижается до 0,001 мкг/мл. 
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Рис. 7-50. Схема биотрансформации ЛСД 
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Пробоподготовка и методы исследования ЛСД 


Идентификация ЛСД. особенно в биологических жилкостях, представляет серьезную ана- 
литичсскую пробясму. ЛСД чувеавителси к УФ-облучению. действию кислорода воздуха и 
повышенной температуры. нестабилен в растворах при рН ниже 4,0. Если предпринять со- 
ответствующие меры предосторожности при хранснин и обработке образцов и стандартов, то 
такие особенности не повлияют па результаты анализа. Большую проблему представляет собой 
необратимая алсорбиия ЛСД и его производных при исследовании методом газовой хромато- 
графии. Это явленис часто пренятствуст обнаружению ЛСД на уровне никограммов на | мл в 
биологической жилкости — концентрации, соответствующей действующей дозе этого наркоти- 
ка. Часто в образцах присутствует изо-ЛСД — исактивный оптический изомер алкалоида. При 
ллитсльном хранении или повышенном значении рН образца возможси взаимный перехол 
одного изомера в другой. В связи с этим при обнаружении ЛСД должны применяться методы 
анализа. позволяющие лифферениировать оба изомера. 

Методы исследования вещественных доказательств. ЛСД обладает интенсивной флюоресиен- 
цией. что позволяет его обнаружить с высокой степенью достоверности — на уровне 10* г. 

Для обнаружения объектов, солержащих ЛСД, используют реакции окрашивания. В основ- 
ном это реакиии с солями переходных металлов в присутствии сильных минеральных кислот. 
а также реакции, характерные для индольного кольца, которое входит в состав молекул ли- 
зергидов. При действии на ЛСД реактива Марки вначале наблюдается коричнево-оранжевос 
окрашивание. которое с течением времени переходит в фиолетовое. Аналогичные цвета по- 
являются при действии на это вещество концентрированной серной кислоты, реактива Фреле 
и реактива Мекке. Продукты язаимодействия лизергилов с нингидрином обладают высокой 
спепифичностью окраски. характерной лля вешсств. имеющих в своей структуре инлольную 
группировку. Олиако проведенис этой реакции требует нагревания. что снижает се значение 
для работы во внелабораторных условиях. Широко используется на практике метод индикации 
производных лизергиновой кислоты с номощью многочисленных модификаций рсактива Ван- 
Урка и рсактива Эрлиха, в основе которых лежит обработка объекта н-диметиламинобензаль- 
легидом в присутствии кониентрированных минеральных кислот и иногла хлорила железа (ПІ), 
что приводит к образованию продуктов красно-фиолетового или фнолетового цвета. 

ТСХ. Для разделения близких к ЛСД алкалоицов предложено несколько хроматографичес- 
ких систсм растворителей. Например, в системе хлороформ — мстанол (9:1) эти всшества име- 
ют слелушис значения Қ: лизергиновая кислота — 0.00, изо-ЛСД — 0,33, эрготамин — 0,39, 
ЛСД — 0,48, эргокриптин — 0.62. В табл. 7-12 привелены значения К, ЛСД в наиболее рас- 
пространенных хроматографических системах на нластинах для ВЭТСХ производства фирмы 
Мегск (Германия). 


Таблица 7-12. Значения В, ЛСД в различных системах растворителей 


Система растворителей | К, 
Хлороформ — ацетон — этанол — аммиак (20:20:3:1) 0,57 
Бензол — этанол — триэтиламии (9:1:1) 0.53 
Апетон 0.32 
Метанол — аммиак (100:1.5) 0.73 
Толуол — ацегон — этаноя — аммиак (45:45:7:2) 0.47 
Метанол — вола — соляная кислога (50:50:1). 0.26 


пластина КР-1$ [254$ (Мегск) 


ЛСД может быть обнаружен на хроматографических пластинах по яркой флюоресиенции 
при 254 и 365 нм. Кроме того. высокой специфичностью и чувствительностью обладают реак- 
тив Эрлиха (раствор п-диметиламинобензальлсгила в концентрированной о-фосфорной кис- 
лоте с добавлением метанола) и реактив Прохазки (смесь раствора формальдегида, коннентрни- 
рованной соляной кислоты и этанола). Общеалкалоидные реактивы — реактив Драгенлорфа, 
подкисленный реактив йодилатината и другие реактивы — окрашивают зоны ЛСД в соответс- 
твующиес цвета. Олнако при этом все они имеют нелостаточный предел обнаружения. Возмож- 
но денситометрическое определение ЛСД (см. гл. 6.3.1). На хроматографические пластины 
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Рис. 7-51. Деиситомсгрическое определение ЛСД (прибор САМАС-ЗСАММЕК Ш. Германия). 
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Рис. 7-52. УФ-спектры ЛСД. абсорбированного на ТСХ-пластинах. 

а — система растворителей меганол — вода — солниая кислота (50:50:1). пласлнна ВР-18 22545; макси- 
мумы отражения 249, 317 и 200 им; 6 — система растворителей толуол — ацетон — этинол — аммиак 
(45:45:7:3); пластина Е254<, максимумы отражения 243 и 315 нм. 
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Рис. 7-53. ИК-спектр ЛСД. 


одновременно напосили анализируемые образцы и растворы станларта ЛСД лля построения 
калибровочной кривой: после ировеления хроматоғрафирования сушили при комнатной тем- 
пературе и сканировали при длине волны 313 нм (рис. 7-51). 

УФ-сиектры ЛСД, полученные при денсигометрическом определении в разных хроматогра- 
фических системах, представлены на рис. 7-52. 

Спектральные методы. Водные растворы ЛСД имеют характерный максимальный пик пог- 
лощения в УФ-области спектра при 315 нм (рН < 7.0) и 310 нм (РН > 7.0). 

В ИК-области спектра ЛСД (таблегки с КВг) имест характерные полосы поглощения при 
длинах волн 1626, 1307, 1136, 1066, 1212, 749 см-' (рис. 7-53). 

Определение ЛСД и сго метаболитов в биологических жилкостях и волосах проволят вы- 
сокочувствительными и селективными методами: ГХ-МС, ВЭЖХ. КЭ с флюоресцентной или 
МС -летекцией (рис. 7-54). 

В послелисе время при изучении метаболизма ЛСД в микросомах печени мстодами ВЭЖХ- 
МС-МС и КЭ-МС-МС улалось обнаружить два новых метаболита ЛСД. 

Отнесение ЛСД к запрещенным наркотикам. спад лвижения хинни. распространсние ин- 
формации об онаспых послелствиях приема ЛСД (непредсказуемые психические нарушения, 
попытки самоубийства и в особенности поврежления структуры хромосом и т.д.) привели к 
снижению злоунотреблений ЛСД. 

Водорастворимый препарат ЛСД-тартрат диэтиламина 4-лизергиновой кислоты — под на- 
званисм «ЛСД-25», «ејуѕійе» и «1 уѕегрійс» нногла применяется в клинической и фармако- 
логической практике за рубежом при психознализс для облегчения выявления и устранения 
пережитых в детстве психических травм. 


Псилоцин (псилоцибин) 


Диметилгрииамим (ДМТ) и его производные широко распространсны в живонюм и рас- 
тительном мире. но могут быть получены и синтетическим путем. ДМТ — психолелик относи- 
тельно краткосрочного лействия. нотребление когорого засвидетсльствовано во многих куль- 
турах древнего и современного мира. Болыное число веществ, обладающих гаалюниногонной 
активностью, имеют сходную с ДМТ структуру и свойства. 

Диэтилтриптамин (ДЭТ), например. аналогичен ДМТ и вызываст те же фармакологичсс- 
кис эффекты. но обладаст более низкой активностью (рис. 7-55). Псилопин и псилоцибин 
имеют в своей основе структуру ДМТ (рис. 7-56). Семейства грибов, содержащих галлюцино- 
генные вещества, весьма многочисленны. Этот список возглавляюг представители семейства 
$:ғорћағіасеае (строфариевые) — Рѕу/осуре, Уторйата. Далее идут Сорптассае (навозники) — 
Сореапа. Рапаеойпа. Рапаеоіиѕ и Рзайугейа: Согипатасеие (паутининки) — СутпорНих 
( Рлойоа) и осубе; Рішедсеае (плютневые, также называемые вользариевыми) — Рішгеиз; 
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Рис. 7-54. Определение ЛСД мегодом ГХ-МС в экстракте мочи. 


О) е < че. 


а 
Рис. 7-55. Структурные формулы ДМТ (а) и ДЭТ (6). 


Воіриіасеае (болбитусы. в просторечин «бурые поганки») — Асгосуђе, Сопосубе; Гиспоютетасеае 
(ряловки) — Сегонета и Мусепа: Нургорйогасгае (гигрофоры. или мокрухи) — Нузтосуве. Все 
грибы содержат различные производные 4-гилрокси-ДМТ, но ДМТ в их состав не входит. 
К этому списку следует огиести еше лва грибных семейства. но уже но лругим причинам (см. 
гл. 11). Одно из них — Атанйасеае (мухоморы). Главный рол — Атанйа, во всех них обнару- 
жен 5-гидрокси-ДМТ. или буфотенин. Некоторые (4. тизсайа — мухомор) также содержат 
мусцимол или иботеновую кислоту и мускарин. Другие (А. рвайоще; — бледная поганка) име- 
ют в своем составе смертельно опасные полипептиды: гепатотоксин, фаллоидии и аманитин. 
Представители рода Атапйа относятся к ядовитым грибам. Другое ссмейство грибов — это 
Нуросгеасеае (эрготовые). Здесь основным родом является С/свісеру (спорынья) — сырье. из 
которого были получены ЛСД и сго известные модификации (см. вышс). 
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Рис. 7-56 Структурные формулы: псилонина {4-пишрокси-ДМТ; а) и псилоцибина (сложный эфир 4-гид- 
рокси-АМТ и фосфорной кислоты: 6). 


Среди высших двудольных растений есть обширное семейство вьюнков (Солуойщасеае), ко- 
торое можно назвать сокровишниицей эргиновых алкалоидов. Многие разновидности /ротесеа, 
Киуеа и Агругеа являются источником эргиновых алкалоидов. которые либо преобразуются в 
лизергиновую кислоту. либо психоактивны. как любые лизергинамилы. 

С давних пор (еше ло огкрытия Америки) индейцы в Мсксике и Гватемале использовали 
во время религиозных церемоний для достижения особого состояния опьянения «священные» 
грибы. которые называли «(сопапаса». Соч Ее5Н — «божественный огонь». Оказалось, что 
высушенные грибы содержат от 0,2 до 0.4% псилопибина (4-фосфорилокси-№, №.-лиметил- 
триптамина) и слеловые количества псилоципа (4-гидрокси-М.М.-диметилтриптамина). Оба 
алкалоила в кристаллической форме были выделены в 1958 г. в лаборатории Зап4ох из грибов 
рола Рхіосуђе. выращенных в условиях теплины. 

Действие псилоцина и псилоцибина напомннаст действие ЛСД и характеризуется наруше- 
нием восприятия, расстройством мьпиления, изменениями в эмоциональной сфере и новелс- 
нии человека, способностью стимулировать «аффективную (чувственную) память». Через 30 
мин после приема развивается выраженная картина интоксикации со зрительными галлюци- 
нациями. которая сохраняется в течение 6 ч и заканчивается сном. Установлено. что в одном 
грибе содержится около 1 мг исилоцина и 16 мг псилопибина. Галлюциногенной являстся лоза 
обоих вешеств 4—& мг или около 2 г грибов. Дозы препаратов от 8 до 20 мг приводят к более 
выраженным психическим изменениям. В посзепние голы экспертами отмечен рост потребле- 
ния псилоцинсолержаших грибов мексиканского и гавайского происхожления в Швейцарии. 
Установлено, что это наркотическое средство не являстся смергельным и не вызывает зависи- 
мости. Олиако психические эффекты от его потребления характеризуются клк галлюцинация- 
ми, потерей ориентации во времени и пространстве, беспричинным страхом и депрессией, так 
и чувством успокоенности, причем рецидивы возможны даже спустя длительное время после 
употребления данного наркогика. 

Простейшим способом приема галлюциногенов данного вида является употребление в пишу 
свежих или высушенных грибов рола Р5/осуђе. Содержание в них псилопибина — основного 
действующего начала этого наркотика, обычно составляст от 0,2 до 2%, максимум 3%. Для 
проявления психотропных и галлюциногенных эффектов обычно используется при приеме 
внутрь лоза псплопибина равная 12—25 мг, что эквивалентно 0.6—12,5 г высушенных грибов. 

Галлюциногенные эффекты и побочные соматические эффекты, связанные с приемом пси- 
лоцибина и его содержаших грибов обусловлениые действием основного метаболита этого 
алкалоила — псилоцина, который в организме человека взаимодействует с ссротопинергичес- 
кими (5-НТ,,, 5-НТ,. и т.д.) и норадренергическими рецепторами. 

Болынинстио образцов, которые продаются на «черном» рынке под названием «псилонин», 
состоят из различных компонентов. К продаваемым на улице грибам может быть добавлен 
ЛСД или фенциклидии. 

В Россни наркоманы используют высушенные чернильные грибы Сормптих тесасеху. солержа- 
шие псилонин (но 5—6 грибов на прием), а также Райосуве зетйапсеага (Ег.) Киттег. Произрас- 
тают нсилоцибинсодержащие грибы на пастбишах. лугах. вблизи сельскохозяйственных угодий. 
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Токсикокинетика и биотрансформация 


Биотрансформация псилонибина начинается в ЖКТ пол действием шелочной фосфатазы и 
неспешифических эстераз слизистой оболочки кишечника. В молекуле псилоцибина раснюи- 
ляется сложноэфирная связь с фосфорной кислотой. Далее псилоцин подвергается деметили- 
рованию, носледоватсльному дсаминированию и окислепию до 4-ғилроксниндол-3-уксусной 
кислоты под влнянием моноаминооксидаз и анстальлегиллегилрогеназы нечени (рис. 7-57). 
Другие мстаболиты псилоцибина: 4-гидроксиинлолацетальдегид, 4-гилрокситриптамин, 4-гил- 
рокситриптафол. Выводится псилоции, главным образом, в виле О-глюкуронида. 


Методы определения 


УФ-спектрофотометрия. Водные растворы иснлонина имеют характерные максимальные 
пики поглощения в УФ-области при 266, 283, 292 нм (р < 7.0) и 270. 293 нм (РН > 7,0), вол- 
ные растворы псилоцибина поглошаюг при длинах воли 268 (рН< 7,0) и 269, 282, 292 нм (рН 
> 7,0) (рис. 7-58). 

ИК-спектрометрия. Характерные полосы поглощения исилоцина (таблетки с КВг) в ИК-06- 
ласти наблюлают при ллинах волн 836. 1261. 1236. 1042, 1061. 733 см", исилоиибина (таблетки 
с КВг) — 1105, 1045. 1062. 1183, 1160. 932 см". 

Хромато-масс-спектрометрин. Характерные ионы псилоцина — при соотношении 11/7 58, 
204, 59, 42. 30. 146, 77, 44, псилоцибина — 58, 42, 30. 51. 204. 146, 77, 44. 
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Рис. 7-57. Схема биотрансформации псилоиибина. 
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Рис. 7-58. УФ-спектры псилопина (а) и псилоцибнина (6). 


Фенциклидин (РСР, сернил) 


Поиск новых анестезируюших средств привел к получению серии нроизиодных никлогекси- 
ламина. Первым вешеством этой группы был фенциклидин (сернил). Благодаря способности 
вызывать анестезию при внутривенном ввелении от был предложен в 1957 г. ОтгеНепмет и 
соавт. в качестве анестезирующего срелства пол названием «сернил». Олнако вскоре исполь- 
зование сернила в мелицинской практике было ограничено. а затем совсем запрешено из-за 
наступавших у пациентов осложнений в виле прохолящих психических нарушений. После того 
как было установлено. что сернил вызывает серьезные. а иногда и тяжелые психические рас- 
тройства. им заиитерссовались психиатры. Пик злоунотреблений фенциклилином огносится к 
1967 г. Олнако популярность препарата быстро упала из-за непредсказуемого и часто нежела- 
тельного начального действия. Фенциклинии легко синтезируется нодпольными химическими 
лабораториями. Контроль за его сырьем невозможен, так как в качестве исходных нрименяют- 
ся широко распространенные химические вешества. 

Фенииклилии (рис. 7-59) представляст собой порошок белого цвета. легкорастворимый в 
воде. Болыизя часть образцов, произведенных нелегально. загрязнены продуктами синтеза. 
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Поэтому пвет образнов варьируст от рыжеватого ло корич- 

невого. а консистенция — от порошка ло смолы. РСР про- 

ластся в виле таблеток. капсул. порошка и жилкости. Часто 

смешивается с пахучими вешествами (петрушкой, мятой, 

кориандром или марихуаной) и использустся для курения. 

Средн наркотических вешеств фенциклидин единственный. 

вызывающий психоз. неотличимый от шизофрении (см. м 
электронное нриложенис). 

Жаргонные названия: имеется более 50 иаименований 
этого препарата («Апес! Оцы», «Нор», «Сгума|». «Ѕирсгьіаѕу», 

«КШег Меса», «Коскс Ги». •ЕтБбаіптіпв Гіша», «Реасе 
Ри»). Рис. 7-59. Структурная формула 

Фенииклидин вызывает улучшение настроения (эйфо- Фенииклилина. 
рия), лезориентацию, чувство удаленности от окружающего. 
сонливость с причудливыми сновидениями, галлюцинации. 
бред с элементами насилия или агрессии. Действие сопровожластся резким снижением боле- 
вой чувствительности, часто возникают попытки членоврелительства. траимы. У некоторых 
людей появлястся каталепсия (застывание в неудобной позе). Такой эффект развивается после 
однократного приема препарата в дозе 5— 10 мг и продолжается 4—8 ч. Для сернила характер- 
но наличие амнсзии (потеря способности запоминать информацию) в теченне всего периода 
пействия препарата. Эффект сопровожлается головокруженнем. нарушением речи. При увели- 
чении лозы ло 50 мг и более развивается потеря сознания (кома) продолжительностью ло 4 сут. 
Смертельной дозой считают 100 мг и более. Это состояние сопровождается потерей равнове- 
сия, птозом век, потливостью, тахикардией. 

Продолжительное использование РСР приводит к толерантности. У людей, принимаюших 
фенциклидин даже короткое время. в перерывах между его приемами наблюдаются ухудшение 
памяти, усталость, раздражитсльность и депрессия. Для наркоманов. принимающих фенцик- 
лидин, характерны попыгки к самоубийству и выраженное агрессивное, преступное поведение. 
Нссмотря на то что РСР классифинирустся как галлюциногсн, он облаласт свойствами всех 
остальных групп наркотиков: стимуляторов. лспрсссантов, аналгетиков. 

Токсикокинетика и биотрансформация. Концентрания РСР в крови обычно составляет 7— 
240 мкг/л. РСР подвергается окислительному метаболизму (рис. 7-60) с образованием по край- 
ней мере 2 неактивных метаболитов: 4-фенил—4-пиперилиноциклогексанола и 1-(1-фенилцик- 
логексил)-4-гидроксипиперилина, которые затем взаимодействуют с глюкуроновой кислотой. 
Третий метаболит — 5-(1-фенилииклогексиламино}-валериановая кислота. Около 30—50% ме- 
ченой внутривенной дозы выводится с мочой за 72 ч в виле неизмененного препарата (4—19%) 
и конъюгированных метаболитов (25—30%). Только 2% дозы выводится с фекалиями. В сред- 
нем 77% внутривенной лозы можно обнаружить в моче и фскалиях через 10 дней после приема 
наркотика. 

В табл. 7-13 привелена концентрация РСР в органах труна (летальный исход после приема 
РСР). 


Таблица 7-13. Копцентрация фенциклидина в органах трупа 


Кровь, мг/л Мом. мк/к Печень, мк/кг Моча, мг/л Желулок, мкг/кг 
0.3—25 0.1—32 0.9—170 0.4—120 0—840 
(4.8) (7.3) (23) (35) (155) 


Примсчанис. В скобках среднес значение. 


В экспериментальных условиях пренарат вволилн, как правило, внутривенно, однако са- 
мыми распространенными слособами применения являются ингаляцин порошка или куреине 
сигарет. часто принимают фенциклидин перорально. 

Три аналога РСР продаются на нелегальном рынке США под названием РСР: №-этил-1-фе- 
нилциклогексиламин (РСЕ). 1-(1-фенилциклогексилпирролидин (РНР) и 1-[1-(2-тиенил-цик- 
логексил)]-пиперилин (ТРСР, ТСР). Они вызывают у человека эжрфекл, похожий на таковой 
фенциклидина. 
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Рис. 7-69. Схема биотрансформании фенниклилиня. 


Методы определения 


С реактивом Марки лает слабо-розовую окраску или обссивечивание. с реактивом Манле- 
лина — оранжевую. с реактивом Эрлиха — красную. 

Используется несколько систем растворителей лля обнаружения фенциклидима и его про- 
изволных метолом ТСХ (см. табл. 7-14). 


Таблица 7-14. Системы растворителей лля обнаружсиия фенциклилниа и сго производных методом ТСХ 


Система раствойнтелей Вещества В, - 100 
Этилацетат — метанол — аммиак (концентрированны) Этициклилин 79 
(85:10:5) Теноциклилин 86 
Фенпиклилип &4 
Ропиклилин 79 
Циклогексан — толуол — диэтиламин (75:15:10) Этипиклилин 65 
Теноциклидин 73 
Фенциклилии 73 
Ропиклилин 66 
Хлороформ — мстапол (90:10) Этипиклидин 27 
Тенопиклилий 54 
Фенииклилин 35 
Ропиклидин 25 


В качестве подтверждающих методов используют хроматографичсскис и сисктральныс. Час- 
то проволят газохроматографическое опрелеление с применением кварцевых каниллярных ко- 
лонок и ПИД. Индексы удерживания фенциклидина и его производных: этициклидин — 1587. 
геноциклилин — 1881, фенциклилии 1900, РСС — 1535, роциклилин —1795. 

Спектральные характеристики фенциклидина приведены на рис. 7-61. 
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Рис. 7-61. УФ- (а). ИК- (6) и масс-спектры (в) фенииклилина. 
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Таблниа 7-15. Разовые пероральные лозы у-оксибутирата и его паздействие на челоиска 


Доза. г Возлействне па › Фармакологические проявления 
ни ’  феловека 
0.5—1.5 Слабое Эффекты полобны действию этанола. Возникает чувство слабой. 


мягкой релаксации. возрастает коммуникзбельность. уменьшает- 
ся пвигательная активность, появляются ясгкос головокружение и 
другие проявления легкой алкогольной интоксикзини. Притуплястся 
внимание. Управление автомобилем или другой сложной техникой 
| опасио для окружающих н для принявисго препарат чслонска 

1.0—2.5 Срелнее Увеличивается селативнох действие. усиливается дезориснтация в 
окружакиней обстановке. Обострясгся восприятие музыки и лвиже- 
иия танца. подинчмается изстроение. Усиливается половое влечение 
Тошнота, рвота 


2.0—3.5 Сильное Практически полизя лезориентация в окружающей обстановке. 
Состояние человеки описывается как осовершенно больной. нсзло- 
ровый» 

1.0--5.0 Глубокий сон 

Более 5.0 ‚ «Беспробудный» сон в течение нескольких часов. кома. конвульсии, рвота 

10.0— 14.0 Лезалыгый исход 
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Рис. 7-63. Превращение оксибутират в гамма -оксибутиролактон. 
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Рис. 7-64. Схема биотрансформании оксибутирата. 
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Рис. 7-60. Нсобратимос связывание каваина с тлутатноном. 
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Рис. 7-67. ВЭЖХ -МС исследование извлечения из кавз-кава. 
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Первый лекарственный барбитурат — диэтилбарбитуровая кислота — был синтезирован 
в 1883 г.. ав 1903 г. пол торговым названием «Веронал» он стал использоваться в мелицине. 
В 1912 г. в медипиискую практнку вошел фспобарбитал под названием «люминал» как успо- 
коитсльное и снотворное средство. 50—69-е годы ХХ века характеризуются пиком злоупотреб- 
ления барбитуратами. особенно среди деятелей культуры. артистов и политиков. Считастся. 
что от наркотиков этого типа погибло много. п том числе известных всему миру. людей. За 
нослелние десятилетия терапевтическое значение барбитуратои постепенно снижается за счет 
появления новых болсе эффективных. безопасных, обладающих меньшей толерантиюстью ле- 
карств, например бензодиазспинов. Сиижению частоты нспользования барбитуратов способс- 
твуст большое количество побочных эффектов при их совместном приеме с другими вешества- 
ми. возлействующими па ЦНС. наркотиками и алкоголем. 

В соответствии с Конвениией ООН о психотропных вешествах 1971 г. межлунаролному 
контролю подвергается 12 барбитуратов: аллобарбитал, амобарбитал, барбитал, бугабарбитал, 
буталбитал, ииклобарбитал. метилфенобарбитал. пентобарбитал. фенобарбитал. секбутабарби- 
тал. секобарбитал и винилбитал. Краткие свеления о них припсдены в табл. 7-16. 


Таблица 7-16. Строение барбитуратов. находящихся пол международным контролем 


Вещество Структуриая формула Список Молеқуляриая р Молеқуляр- 
Конвенции формула ная масса 
1971 г. | 
Аллабарбитал ІУ С Н,.№О, 208. 214 
Н 
о м о 
нс и 
МН 
/ еј 
НС 
Амобарбитал ИТ СН, №.0, 226. 272 
Н.С Н 
3 о му 
Н.С МН 
Н.С 
о 
Барбигал н ІУ с,Н,.№,0, 184. 192 
о М О 
н.с \ 
МН 
Н.С 
О 
Буталбитал нос Н ін с.Н,№,0, 224. 256 
ге) № о 
нс ый 
МН 
о 
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Продолжение табл. 7-16 


С.И, мо, 212, 245 
С.Н. №.0, 224. 256 
С.Н,.№,0 246. 262 
С Н,м.О, 226. 272 
С.Н,„Х.0, 212. 245 
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Окончание табл. 7-16 


Секобарбитал П С,.Н,№.0, 23%, 283 
Фенобарбитал н ү С.Н, №.0, 232. 235 
о м о 
НС 
МН 
о 
Пиклобарбитад | н и С.Н,№,0, 236. 267 


9х „е 9 
Н.С Ба 


На территории нашей страны в соответствии с постановлением Правительства Российской 


Федерации ог 30.06.96 № 681 и в соответствии с межлународными обязательствами, взятыми 
на себя Россией. контролируются следующие барбитураты и их комиозиции: 


в качестве наркотического средства. оборот которого в Российской Федерации ограничен и 
в отнонении которого устанавливаются меры контроля в соответствии с законолательством 
Российской Федерации и межлуиаролными логоворами Российской Федерации: таблетки 
алнагон, содержащие кодеина фосфата 20 мг. кофсипа 80 мг, фенобарбитала 20 мг. кислоты 
апетилсалнинловой 20 мг; 

в качестве исихотроипых вешеств. оборот которых в Российской Фелсрации ограпичен и в 
отношении которых устанавливаются меры контроля в соответствии с законодательством 
Российской Федерации и мсеждупародными договорами Российской Федерации: амобарби- 
тал (барбамиз), этаминал натрия. а также таблетки, содсржашис барбамила 0.15 ги броми- 
зовала 0.15 г; 

в качестве психотропиого вещества. в отношении которого допускается исключение нско- 
торых мер коитроля в соответствии с законолательством Российской Федерации и межлу- 
наролными логоворами Российской Федерации неитобарбитал. 

Как сильиолейсгвующие всонества в соответствии со Списком ПККН контролируются ал- 


зобарбитал. барбитал. баронтал иатрия. беизобарбитал, бугалбитал, бутабарбитал, пинилбитал, 
метилфсиобарбитал. секбутабарбитал. сскобарбитал. гексобарбитал. тиопентал натрия. фено- 
барбитал. никлобарбитал. а также комбинироваиные препараты спазмовералгии. в том числе 
спазмовералгин-нео. в состав которых входят пропифеназон 150) мг. фенобарбитал 20 мг. па- 
паверина гилрохлорил 30 му. эфедрипа гидрохлорид 5 мг. кодениа дигилрофосфат 15 мг. атро- 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных... 619 


пля получения информации. Часто барбитураты применяются с исзаконной целью лля увс- 
дичения массы наркотического средства или коррекиии сго действия, например кокаина или 
героина. 

Как спотворныс срелства. все барбитуровые кислоты оказывают почти идентичное фар- 
маколимамическос действие на организм человека. Однако у них паблюдается значительные 
различия в фармакокииетике и путях биотраисформании. которые связаны с липофильнос- 
тью и скоростью метаболизма конкретного вещества. Липофильные барбитураты. например 
наркотически активные тиобарбитураты или №-мопоалкилбарбитураты типа гексобарбитала, 
в результате перераспределения в липофильных компартіментах тела. имеют очень корогкую 
продолжительность лействня. Кроме того. продолжительность действия этих веществ в значи- 
тельной степени зависит от скорости их эпзиматическото разрушения в печени, в свою очередь 
зависящую от их структуры. По длительности сногворного действия барбитураты лелятся на 
барбитураты ллительного лействия (веронал. фенобарбитал). барбитураты средией прололжи- 
тельности действия (амобарбитал. циклобарбитал). короткого действия (гексобзрбитал). бар- 
битураты, эффекты которых начинаются спустя 15—20 мии (секобарбитал). 

Пентобарбитал. секобарбиғал и фенобарбитал в лозах ниже сиотворных оказывают села- 
тивный действие. Однако из-за очень узкого терапевтического инлекса и быстрого развития 
толерантности в качестве сслативных средств они используются релко. 

Эффективными анестезирующими средствами являются 5,5`-лиалкилбарбигураты. метили- 
рованные по азоту в положении 1, при этом один из заместителей в положении 5 должен быть 
неиасышеиным. На продолжитсльность апсстезии оказываст большее воздействие ие мстабо- 
лизм нешества, а быстрое его перераспределенис из хорошо орошаемых кровью тканей мозга 
в мышцы и жировыс ткани. Равиовесие межлу коицентранией вешества в плазме крови и 
жировой тканью достигается обычно спустя ллитсљьнос время, например для тиобарбигуратов 
только после 1,2—2 ч. Повторная инъекция рискованна из-за возможности накопления вещес- 
тва. ведущей к передозировке. Обычио барбитураты используются в смеси с ипгаляционны- 
ми аисегезируюшими средствами. В настоящее время барбитураты примсияются при вводпом 
наркозе и местных операциях. 

Дљительное употребление барбитуратов или употребление их вместе с другими всшествами. 
действующими на ЦНС. например наркотиками или алкоголем. приволит к иидукпии фермен- 
тов. отвечающих за их метаболизм (см. гл. 4). Этим обусловлено развитие толерантиостн. Она 
развивается обычно в нернол от нескольких нелелъ ло месяцев при постоянном приеме. Важно 
отметить. что толерантность не приводит к повышению кониентрании вешества в крови. ол- 
пако она может вызвать токсические эффекты. 

Прием барбитуратов в больших дозах оказывает наркотическое опьяняющее действие. по- 
лобнос алкогольному. Признаки сго включают эйфорию с эмоциональной неустойчивостью. 
вспыльчивостью. расторможенностью и агрессивностью. Другие признаки: гинерсмия кожных 
покровов и склер. гипотония. брадикардия. снижсиие тсмисратуры тела. гоикий коричиеватый, 
снаянный с эпителием налет на языке, гипосаливания, угнетение безусловных вегетативных 
рефлексов, милрназ. расстройства координации. мышечная слабость. атактические расстройс- 
тва — нсуверспиость походки. пошатывание при ходьбе. падеписе. источные. порывистые, раз- 
машистые движения, множество лишних движений. Завершается опьянение общей слабостью 
и спом. 

Следует подчеркнуть тяжесть абстинениии при злоупотреблении барбитуратами. препятс- 
твующую олномоментному отрыву от паркотиков. Барбитуровая абстиненция характеризуется 
развитием тяжелых, опасных лля жизни расстройств. Абстинентный синдром развивается в лс- 
чение первых суток с момента послелнего приема снотворного. Длительность абстинениии ло 
4—5 нел. Наиболыная интенсивность ее проявлений и физического илечения от 3 до 14 сут. 

Соматические признаки абстиненции: озноб. повышение температуры тела и артериального 
давления. тахикардия. нелоститочность серлечно-сосудистой системы, что может привести к ле- 
тальному исходу. боли в желулкс. сгул частый. жидкий, с тснезмами. тошнота. возможна мио- 
тократная рвота: отличигельный признак. не встречаюшийся при лругих вилах наркоманий и 
токсикомании. — боли в крупных суставах (колениых. локтевых, плечевых), боли в мышиах. 

Вегетативно-неврологические признаки абстиненции: сон и аппетит нарушены. гипергилроз. 
сальность кожных покровов. мидриаз с вялой фотореакцией. исдостаточиость конвергениии. 
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головокружение. латеральный нистагм. обший тремор пальцев рук. тремор закрытых век. вы- 

супутого языка, головы. умерснные нарушения координации. непроизвольное нолергиваиие 

мыши, напряженность и кразковресмепнос сулорожиос сведение икроножных мыш. фибрил- 
ляриые подергивания лицевой и скелетной мускулатуры. снижение сухожильных рефлексов. 

Психическая сфера: усиление толераитиости в 8—Ю раз, преоблалание злобио-тоскливого 
настроения, акатизия (мышечное бесиокойство. невозможность усидеть на месте). тревога; 
больные угрюмы. полавлеиы, раздражительны. взрывчаты. при отказе в иазиачении требуемых 
средств могут проявить агрессию в отношении медиерсонала. беспокойны, нс находят себе 
места. постоянно меняют позу. возможно развитие типичной тяжелой депрессии с сунцидаль- 
ными тенлсиниями. 

В тяжелых случаях могут отмечаться ғенсрализованные тонико-клонические припалки 
волоть до эпилептических и продолжительные психозы по типу делирия, что не свойслвенио 
другим видам наркоманий и токсикомании. Барбитуратовые психозы, которые внешне могут 
напоминать алкогольный лелирий. отличаются более глубоким помрачением сознания. пере- 
ходят в сопор и кому вслелствие отека и набухания мозга со смертельным исхолом. 

Хроническая интоксикаиия. по сушествующему мнению, развивается при ежедневном при- 
сме до 0.5 г барбигуратов. что приволит к развитию зависимости через 3—4 мес. а 0.8 г — через 
1—1.5 мес. 

Соматические признаки хронической интоксикаиии: физическое истощение вследствие иотс- 
ри апиегита, больные выглядят постоянно угомленными. сопливыми, насгозность, склонность 
к отекам. лицо олутловатое. маскообразное, блелное. кожные покровы землистого оттсика, с 
сальиым налстом на кожс. особеино на лбу. спимке поса. многочислсиныс гнойничковые вы- 
сыпания, дерматиты, преждевременное старение. различные трофические нарушения, шрамы 
после травм. самоповреждений, трофических язв, все повреждения заживают медленно. стой- 
кая гипотония, миокарлиодистрофия. дистрофические изменения печепи и других паренхима- 
тозных органов, импотенция. Как правило. неряшливы. ис соблюдают элементарной гигиены 
тела и одежлы. 

Веготативно-неврологические признаки хронической интоксикации: движения некоординиро- 
ванные. нарушение статики. походка атактическая. тремор конечностей. снижение сухожиль- 
иых рефлексов, заторможенпая моторика. иногда расстройства глотания. узкие. вяло реагиру- 
ющие на свет зрачки. нистагм. линлопия, смазанная монотонная речь. изменение почерка. 

Исихическая сфера: симптоматика органического поражения головного мозга. значительное 
изменение исихической деятельности. анатичное. «потеряннос» выражение лина, бессмыслен- 
ный. неподвижный взглял. замедленность. вязкость мышления. снижение памяти. внимания. 
интеллектуальных функиий. круг интересов резко сужен. ограничивается единственной пелью — 
приобрести наркотик. эмоциональная неуравновешенность. взрывчатость. частые депрессив- 
но-дисфорическис состояния со злобой и тревогой. крайняя лживосль. замкнутость. склон- 
ность к аморальным или криминальным поступкам. утрата способности к профессиональной 
деятельности, безразличие к окружающим, паразитический образ жизни, резкое снижение 
критики. весьма выраженная нравственная деградация. превосходяшая таковую пири других 
формах наркоманий и токсикомании. 

Основные симптомы барбитуромании: 

» отсутствие снотворного действия терапевтических доз. иотребность в увеличении снотвор- 
пой дозы; нарушения сна (укороченный поверхностный сон) вне приема препарата; 

• психический дискомфорт вие приема барбитуратов (пеудовлетвореиносгь. пониженное на- 
строение. навязчивые мысли. страхи. астения с испереносимостью звуков, шумов, света): 
потребность в регуляриом присме; утрсиний. лневной прием барбитуратов; 
знакомство с тонизирующим или эйфорическим лействисм барбитуратов. происходяшее 
при увеличении разовой лозы до 0.4—0.6 г. 

Острая токсичность от приема барбитуратов приволит к нарушению ЦНС, включая сужен- 
ные зрачки. замешательство. гипогеизию, слабую координаиию. угнетение лыхания. летаргию 
и кому. Обычно лиагиоз о серьезной передозировке ставится на основании клинических про- 
явлений, так как определение концентрации барбитурата или его метаболитов в крови мало 
показательно из-за длительного усгаповления равновесия кониентраций вешества в крови и 
тканях. Основные лечебные мероприятия включают промывание желулка, многократный при- 
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см активироваиного угля и другие полхолы лля чезактивации гастроинтестинальной системы, 
внутривенное введение жидкости. форсированный диурез и алкалипизация. Алкалинизапия 
мочи созлаелся внутривенным капельным ввелением расгвора гилрокарбоната нагрия до 1,5— 
2 д в сутки под коитролем опрелелсиия шелочной реакиии мочи и резервной щслочности кро- 
ви. В тяжелых случаях используют гемодиализ. 

С развитием толерантиости снижается уровень безопасности между эффективной и смер- 
тельной дозой, ито часто служит причиной смерти. Случаи смертельного отравления барби- 
туратами довольно обычны и характеризуются бессознательным состоянием (после стадии 
возбуждения наступает угнетение дыхания, обусловленное дефинитом кислорола). комой е 
леталывым псходом спустя от 12 ч ло 4 дней после отравления. Прогиоз при отравлениях бар- 
битуратами благоприятный, если лечение было начато немедленно. Ранняя смерть от передо- 
зировки — обычио результат удара или останойки дыхания. Более позаняя смерть — результат 
легочных осложнений типа аспирационной пневмонии или отека легких. 

Токсикокинетика и биотрансформация. Практически все барбитураты биотрансформируют- 
ся лю неактивных метаболитов, которые затем выволятся с мочой. Известно 4 осиовиые пути 
метаболизма этих вешеств: 

• окисление заместителей при С, атоме углсрола с образованием спиртов. фенолов. кетонов и 
карбоновых кислют с послелующим частичным преобразованием их в пиокурониды: 

« лгалкилирование №-алкильных груии; 

• десульфулирование 5,-груипы тиобарбитурагов: 

• раскрытис барбитурового кольца межлу №,-и С,-атомами. 

На рис. 7-69 приведена схема биотрансформапии барбитурагов. 

Биотрансформания барбитуратов может поставить перед аназитиками дополнительные за- 
лачи. требуюшие решения. Например. при обнаружении в моче пентобарбитала слелует ус- 
тановить возможнос присутствис тиопентала. который может продуцировать в ходе рсакции 
десульфирования это веиесиво (рис. 7-70). 

В табл. 7-16 и 7-17 прелставлены фармакокиистическне характеристики барбитуратов и их 
основные метаболиты. 
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Рис. 7-69. Схема биотрансформаиии барбитуратов. 
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Рис. 7-70. Геакиия дссульфирования тионеитала. 


Таблица 7-16. Фирмакокиистические характеристики барбитуратов 


Вещество Тип Средняя Продол- Начало Связы- Степень 
‚ лействяя лоза. г житель- лействия. ваннес бинотранс- 
ность мин белками формации, 
действия. плазмы, 9% 
ВЕЕР, ШИРУ 328 | % Е; 
Барбитал [т 0.2\—0.5 10—24 30—60 2 < 5 
Фенобарбитал і. 0.1—0,2 4—12 30—60 | ко 
Бутобирбитал 1. 0.05—0.1 6—12 30—60 | 95 
Амобарбитал М-1. 0.1—0.3 2—8 15—30 > 93 
Циклобарбитал М 0.1—0.2 2—8 15—30 > 99 
Апробарбитал м 0.065—0.13 2—8 15—30 | 80 
Аллобарбитал М 0.1—0.3 2 15—30 70 
Випилбигал м 0.15 6—7 15—30 35 за 4 цин 
Гептабарбитал 5-м 0.1—0,4 2—4 30 98 
Сскбутабарбитал 5-м 0.1 2—4 30 
Пеягабарбитал $-М 0.1—0.2 2—4 30 4) 99 
Циклобарби тал 5 0.12-—0.25 2—4 30 
Секобарбитал \$-$ 0.1—0.2 1—3 15 45 90 
Гексобарбигая \$-$ 0.25—0.4 1—4 15 2 95 


н 
о М О 
нс Еи 
Десульфирование 
М ун 
о 


рк 


7.8% 
7.29 
8.12 


7,80 
8.15 
7.92 


7.78 
8.00 
7.88 
8.10 
7.80 
8.30 


Примечание. Е — прололжитсльнос дсйствис: М — срелнее; 5 — короткос; М5 — очсиь короткое. 


Таблица 7-17. Т,„ барбитуратов и их основные мстабодиты 


Веілество Вывеленне 
нензмененного 
вешества 
с мочой 
Аллобарбитал 10—35% 


медленно 
в течение 


1 нед 

Амобарбигал 1—3% 
Барбитал Почти полностью 

на 95% 


{2% за 9 ч: №% за 
32 ч) 


Метаболиты 
(моча) 


Неизвестны 


3`-Гияроксиамобарбитаа (30)— 5199) 
М-Глюкуронозиламобарбигал (ло 30%) 
5-(3'’-Карбоксиламил)-5-этилбарбитуровая 
кислота (5) 


Является метаболитом метарбитала 


Т, из плаз- 
мы кровн, ч 


40—35 


5 — 40. 
в средием 
23 


Около 48 
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Окончание табл. 7-17 


Буталбитал 5% 3-(2.3-Дигидроксипропил)-мегабояит (20— 30—88 
60%) 
5-(3-Гилрокси-2-метил-1-пропил)- метаболит 
(109%) 

Бутоблрбитал 5—9% 3-Гилроксибутобарбитал (22—289) Около 40 


3-Оксобутабарбитал (14— 18%) 
Карбоксниропил-мстаболит (4— 8%) 


Циклобарбитал Меиее 10% 5-(3-оксониклогекс-1-енил}-5-этилбарбигуро- $ — 17. 
вая кислота в среднем 
12 
Метилфенобар- Менее чем 2% Фенобарбитал (ло 10%) 50) 
битая п-Рилроксиметилфенобарбигал (30—339. 


кик свободный и конъюгироваиный) 
п-Гилроксифенобарбитал (слелы) 
5-Этил-$-(4-гилрокси-3-метоксифенил)- 
барбитуровая кислота (следы) 
5-Этил-5-(4-гилрокси-3-мегоксифенния)- 
мегилбарбитуровая кислота (следы) 


Пентобарбитал Менсе 1% 3-Гилрокениентобарбитал (до 30%) До 48. в 
3`-Оксоиситобарбитал (7- 149) срелнем 27 
3-Карбоксиметаболит (1)—15%) 
\-глюкуронмл (13%) 


Фенобарбитаљ 25-67% и-Гилроксифенобарбитал (ло 17%. половина 50—150. 
из которых конъюгирована) в среднем 
№М-глюкопиранозил-метаболит (до 30%) 100 
Два диняроднольных метаболита 

Сскбутабарбитал 5—9% 5-(2-карбокси—1-метилэтил)— 5-этил-барбиту- 34—42 


ронан кислота (30%) 
У -Гилроксисекбутабарбигал (3%) 
}-Оксосскбутабарбитал (19) 

Секобарбитал Менее 5% З`-гияроксисекобарбигал (два диастерсомера) 19—34. в 
5-Аллил-5-(3-карбокси- 1-метилирония)-бар- срелнем 25 
битуровая кислота (4%) 
5-(2.3-Дигздроксипроиня)секобарбитал (4%) 
3`-Оксосекобарбитая (2%) 


Вицилбитал 5% 3-Гилроксимегаболит 


При передозировке количество неизменсипого вешества в моче может быть больше приве- 
денного в табл. 7-17. 

Интерпретация результатов опрслеления копиентраипи барбитуратов в плазме крови обыч- 
но проводится с осторожностью. так как их токсические эффекты зависят от болыного числа 
факторов. включающих индивилуальные особенности организма (генегическис. см. гл. Зи 4). 
например. степень толерантности или наличие в организме других психоактивных вешеств. 
таких как этанол. наркотики или бензодиазепины. заболевания кардиоваскулярной или дыха- 
тельных систем. Эти факторы обычио повышают кописвтрацию барбитурата до токсической. 
Так. при лечении эпилепсии фснобарбиталом из-за быстро развивающейся толерантности тс- 
рапевтические концентрации вещества в плазме крови близки или превышают токсические. 
При этом исследование мочи мало показательно с точки зрения установления дозы и фарма- 
кологического эффекта барбитурата. Путь введсиия препарата также влияст на концентрацию 
вещества в илазме крони. В табл. 7-18 привсдены ориентировочные коицеитрации барбитура- 
тов в плазме крови. 
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Таблипа 7-18. Терапевтические и токсические коиценграиии барбитуратоя в крови 


Вешество Максимальная терапевтическая Минимальная токсическая 
р Менрация, ма _ конпентрация, мг/л 
Аллобарӧтал __ = _40 | 50 
Лмобарбитал 12 | 10 

Барбитал 30 20 
Буталбитал Т0 10 
Бутабарбигал 15 14 
 Циклобарбитал 10 8 

‚ Метияфенобарбитал 15 40 

| Пеитобарбитал 10 5 
«Фенобарбитал 40) 3 
Сскбутабарбитал 14 20 
'Секобарбитал 10 10 
Винилбитал 10 5 


Время дсетектировапия барбитуратов в биологических жидкостях. главным образом в моче, 
изменяется в значительных пределах. Это связано зависит от ряда причин: принятой дозы 
и прололжительности употребления (хронической или острой интоксикации). совместного 
употребления вешеств. стимулирующих или иодавяляющих метаболические преврашения (осо- 
бенностей токсикокинетики), используемого метода обнаружения конкретного опрелеляемого 
вещества, рН мочи. Производные барбитуровой кислоты короткого действия. папример пенто- 
барбитал и сскобарбитал, могут быть обнаружены н моче в течение 24 ч, вошества длительного 
действия. такис как фенобарбитал. — в течение 14 дней и болсс. В других объектах период 
дегектирования может быть болес продолжительным, например в волосах барбитураты обва- 
руживаются после разовой терапевтической позы спустя 6 мес и более. 


Пробоподготовка и методы определения 


Слособы пробоподготовки фармацевтических субстанций. порошков. таблеток и прочих объ- 
ектов неизвестного происхождения обычио достаточно просты и зависят ог ислей и задач апа- 
лиза. используемого метода детектирования, наличия и количества сопутствуюших веществ. 

Выделение барбитуратов из биологических жидкостей таких, как моча и кровь, обычно про- 
водятся в несколько этапов: разрушение конъюгатов апализируемых веществ если это нсобхо- 
лимо: вылеленис аналита и его мстаболитов из образиа: провеление лпериватизации. если это 
необхолимо. 

При определении барбитуратов обычно нет необходимости в провелении гидролиза конъ- 
югатов (или конъюгатов их метаболитов). Этим барбитураты отличаются от многих других ток- 
сикантов. Олнако при провгденпи ХТА на неизвестный ял может возникнуть пеобхолимость в 
кислотном гилролизе. 

При исследовании пельной крови или плазмы крови нсобходимым этапом является осаж- 
ление из них белков. которое, как правило. проводится либо растворителем, например аце- 
топом или ацстонитрилом, либо каким-либо элсктролитом. Последиее прелпочтитсльнес в 
связи с возможным эффектом высаливания, увсличивающим степень экстракиин вещества при 
ЖЖЭ. 

Выделение барбитуратов из полученных волпых растворов обычно осуществляется с помо- 
шью ЖЖЭ или ТФЭ. Описаны другие способы экстракции (см.гл.5). например экстракция 
сверхкритическими жидкостями или аффиниая хроматография (экстракция с применением 
иммунных сорбентов). но они широкого распространсния (на практикс) при определении бар- 
битуратов пока не получили. 

ЖЖЭ барбитуратов из мочи и плазмы крови проволится с ирименением различных орга- 
нических растворителей при слабокислом значении рН — дихлормсзана. лиэтилового эфи- 
ра. толуола. бутилхлолрила. этилацетата. гсксана и других растворителей. а также их смеси. 
В последнее время иаблюластся тенденция отказа от примсисния токсичного хлорофюрма. 
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Получаемые при этом экстракты лостаточно чисты и ие требуюг дополнигсльной очистки. Хо- 
рошо себя зарекоменловани спепиальчые патроны ТОХІТОВЕ. которые позволяют выделять 
из водных растворов вешества кислого характера с применением иои-парного реактива. 

ТФЭ. Перед паиссением исследуемых жидкостей па патроны для тверлофазной экстракции 
необхолимо убелиться в том. что они освобождены от микрочастиц и белков. которые могут 
послужить причиной частичного или полного загрязнения микроканалов патрона и не пропус- 
кания жилкости через него. 

При использоваинии твердофазиых сорбентов (исзависимо от производителя) необходимо 
помнить, что их свойства могут значительно меняться от иартин к партии и привести к значи- 
тельному разбросу получаемых результатов. 

Для определения барбитуратов чаше вссго используют колонки с обрашеннофазовыми си- 
тикагелями СҰ (или С18) или полимерными сорбентами. В послелнсе время были разработаны 
и другие устройства лля тверлофазиой экстракции. например, сорбциопные диски с полупро- 
ницаемыми мембранами. 

Выделение барбитуратов из биологического материола. Методы выделения барбитуратов из 
секпиопного материала были разработаны и впелрспы в практику уже много десятилетий па- 
заа. С некоторыми модификациями они с усиехом примсняются до сих пор. Надо отметить. 
что современные аналитические приборы имеют высокую чувствительность и селективность, 
что позволяет змачитсльио снизить количество необходимого для нсслелования материала. 

Изолирование барбитуратов водой, подкисленной щавелевой кислотой. Оптимальные условия 
изолирования барбитуретов из биологического материала волой. подкисленпой щавелевой 
кислотой. и способ очистки полученных вытяжек разработала М.Д. Швайкова и соавт. 

Согласно этому способу, в коническую колбу или стакан виосят 100 г тшательно измель- 
ченных органов трупов. прибавляют 200 мл воды. подкисляют насыщсиным водным раствором 
шавелевой кислоты до рН 2.0 (по универсальному индикатору) и оставляют на 2 ч при часгом 
перемешивании. Затем солержимое колбы переносят в стакан для иентрифугирования вмес- 
тимостью 50) мл и пентрифугируют в течение 30 мин (3000 об/мии). Цситрифугат сливают с 
осалка и пронеживают через ватный тампон. Пронеженную жилкость собирают в лелительную 
воронку и проверяют рН этой жидкости. В случае нсобхолимости рН жидкости ловолят ло 2.0. 
Солержимос лелительной воронки взбалтывают с 3 порциями хлороформа (по 20), 15 и 15 мл) 
в течение 5 мин. Если образуется эмульсия. то ее разрушают пентрифугированием. 

Хлороформные вытяжки соелиняют, ловолят хлороформом ло 50 мл и переносяг в лелитель- 
ную воронку. в которую прибавляют 25 мл 0,1 н. гилроксила натрия. и взбалтывают. Водиую 
фазу отделяют от хлороформной вытяжки. Эту вытяжку взбалтывают с 2 порциями воды по 
1.5 мл. Первмо и вторую порции воды (по 1.2 мл). которыми иромывали хлороформныс вы- 
тижки. присоединяют к шелочной волной фазе. Потом волную фазу подкисляют соляной кис- 
зотой до рН 2.0, вносят в делительную воронку и взбалтывают с 2 новыми порциями хлоро- 
форма (по 20 мл) в течение 5 мин. Хлороформные вытяжки сосдиняюл и доводят хлороформом 
ло 50 мл. В них определяют наличие и количественное содержание барбитуратов. 

Изолирование барбитуратов водой. подкисленпой серной кислотой (В.И. Попова). Согласно 
этому способу. биологический материал настаивают с водой. подкислсиной серной кислотой 
РН 2.0—3.0. Полученные вытяжки освобождают от примесей методом гель-хроматографии. 
Для этой цели используется гель сефалекса С-25. 

В стакан виосят 100 г измельченного биологического материала, прибавляют 80 мл 0.02 н. 
серной кислоты. перемешивают и проверяют рН среды. При необходимости смесь ловоцят ло 
РН 2.0—3.0 (по универсалыюму инликатору) 30% раствором серной кислоты. Смесь биологи- 
ческого материала и полкисленной волы настаивают в течение 2 ч при частом перемешивании. 
Затем вытяжку сливают, а биологический материал еще 2 раза иастаивают с новыми порциями 
0.02 н. серной кислоты (по 80 мл) в тсчение 1 ч. Кислые волные вы:яжки сослиняют, проце- 
живают через сложениую в 3 слоя марлю и нентрифугируют в течение 25—30 мии. 

Налосалочную жидкость (центрифугат) сливают с осалка и очищают от примесей метолом 
гель-хроматографии. который обеспечивает хорошую очистку барбитуратов. выделенных из 
биологического материала. 

После очистки вытяжек из биологического материала с помошью гель-хроматографни по- 
тучают болыние объемы элюатов с низким солержаиием барбитуратов. Поэтому элюаты под- 
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вергают экстракционному концентрированию. С этой иелью объединенные кислые элюаты 3 
раза взбалтывают с новыми порциями хлороформа (по 50 мл) в течение 7 мии. Хлороформные 
вытяжки, полученные после каждой экстракции. соединяют и па водяной бане при 70 “С отто- 
няют из них 120—130 мл хлороформа. Оставшийся в вытяжке хлороформ улаляют при комнат- 
ной температуре под тягой. Сухис остатки используют для идентификации и количественного 
определения барбитуратов при помощи соответствуюших реакций и методов. 

Изолирование барбитуратов подщелаченной водой. Полщелачениую волу для изолирования 
барбигуратов из биологического матсриала впервые применил П. Валов. Для осаждения при- 
месей, переходящих из биологического материала в вытяжки, он использовал вольфрамат на- 
трия. В настоящее время известно песколько модификаний метода Валова. Приводим одну из 
них, предложенную М.Д. Швайковой и соавт. 

В стакан или коническую колбу вносят 100 г измельченного биологического материала, 
прибавляют 180 мл воды и 20 мл 10% раствора гидроксида натрия. Содержимое стакана (или 
колбы) оставляют на 30 мин при частом перемешивании, а затем центрифугируют в течение 30 
мин (3000 об/мии). От осадка отделяют палосалочную жидкость (центрифугат), к которой при- 
бавляют 120 мл 10% раствора вольфрамата натрия и | н. сериой кислоты (рИ 2.0). Жидкость 
нагревают на кипяшей водяной бане в течение 20 мин. а затем подвергают центрифугирова- 
нию в течение 30 мии. Центрифугат сливают с осадка и процеживают через ватный тампон. 
смоченный водой. Пропеженную жилкость собирают в делительную воронку. Тампон промы- 
вают волой (10 мл). Промывную волу тоже выливают в лелительную воронку. К пропежснной 
жилкости прибавляют равный объем лиэтилового эфира и взбалтывают в течение 15 мин. 
Эфирный слой отделяют и взбалтывают с 50 мл 10% раствора гидроксида натрия. Щелочной 
водный слой отделяюг. подкисляют 25% раствором серной кислоты до рН 2.0 и взбалтывают с 
равным объемом диэтилового эфира. Полученную при этом эфирную вытяжку используют для 
обнаружения и количествсиного определения барбитуратов. 

Выделение барбитуратов из слюны. пота и волос. Слюна, пот и волосы являются альтернатив- 
ными объектами исслелования по сравнению с традиционными объектами — мочой и кровью. 
Исследование таких объектов стало возможным после внелрения в практику современных вы- 
сокочувствительных методов. 

Эти объекты по сравнению с кровью и мочой отличаются зпачительно мельшим количес- 
твом биомагериала, который можно отобрать у конкретного человска. Коипентрания опре- 
леляемых вешсств в них гораздо ниже по сравнению с мочой, а интервал времени. в течение 
которого можно детектиронать барбитурагы в слюне и поле, узок. 

Исследование слюны применяется при изучении токсикокинетики барбитуратов. Пот 
как объект исследования имеет ряд преимушеств при расследовании причин отравления, а 
также тестировапии лиц ина прием наркотиков. Волосы — это единственный объект, позво- 
ляюший проводить исследование динамики потребления вещества в течение длительного 
времени. 

Слюна может отбираться несколькими способами: на какой-либо носитель — вату. марлю. 
парафин, тефлон. жевательную резинку или с помошью специального устройства для отбора 
слюны. Для лополнитсльного стимулирования вылсления слюны часто используют лимонную 
кислоту. Исследование слюны после экстракции с использованного носителя или специально- 
го устройства проводится аналогично исследованию плазмы крови. 

Образны пота отбираются на марлевый или ватный тампон, смоченный спиртом. или с по- 
мошью специальных устройств. Далее эти объекты исследуются аналогично слюне. 

Особенностью исследования волос на барбитураты. как и на лругие вещества, является 
необходимость перед выделением из них аналитов промывки внешней поверхности. Она не- 
обходима для удалеиия потожировых выделений. а также остатков веществ. выделившихся с 
потом. Такую промывку осуществляют в нссколько этапов с применением воды и органичес- 
ких растворителей. например ацетона. эфира. дихлорметана. толуола. Чаше всего промытые 
волосы гомогсиизируют различными способами и проводят либо энзиматический с примене- 
нием глюкуронидазы/арилфосфатазы, либо кислотный гидролиз. После это аналиты выделяют 
с применением ЖЖЭ или ТФЭ. 

Исследование рассматриваемых объектов обычно осуществляется иммунными методами, 
методами ГХ-МС или ВЭЖХ-МС. 
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Для определения барбитуратов применяются различные химические, физико-химическис 
и биологические мегоды. Выбор конкретного способа пробоподготовки и метода опреле- 
ления зависит от целей и залач исследования (СХА. КТА и др.), образца. предегавлеиного 
на исследование, например неизвестный порошок или моча и волосы человека. наличия 
оборулования и полготовленных сотрудников, способных проволить исследование и интер- 
претировать полученные результаты. Как минимум для установления факта присутствия бар- 
битуратов в различных объектах требустся получение результатов 2—3 независимыми мето- 
лами. В число наиболее широко применяемых методов для определения барбитуратов входят 
химические (хромогенные реакции). иммунохимические тесты, УФ-ВИД-спектрофотомерия, 
ИК-Фурье-сисктромстрия, ТСХ, ГХ и ВЭЖХ, а также гибрилные методы: ГХ-МС и ГХ- ИК- 
Фурье-спектрометрия, ВЭЖХ-МС (см. гл. 6). До недавнего времени для анализа барбитура- 
тов широко использовались метолы микрокристаллоскопии, олнако в настоящее время они 
практически не применяются. 


Хромогенные (цветные) реакции 


Цветные реакции известны лавно и широко применяются при исслеловании барбитуратов. 
С их помошью в анализируемом объекте обнаруживают вешсства с определенной химической 
группой в структурс. 

Преимуществами цветных реакций являются дешевизна, отсутствие необходимости исполь- 
зовать дорогостоящее оборулование. быстрота получения результата, проведение многих тсс- 
тов в течение нескольких минут и возможность проведения одновременно большого числа 
тестов. 

Недостатками цветных реакций при анализе барбитуратов, как и лругих групп вешеетв, 
являются их недостаточная селективность, относительно низкая чувствительность и необхо- 
лимость применять крайне ядовитые и высокоактивные реактивы, такие как соли ртути или 
серная кислота. 

Привеленные ниже тесты используются как для скрининга мелицинских препзратов или 
неизвестных порошков. так и для тестирования экстрактов из биологического материала. По- 
ложительный результат обеспечивается присутствием. хотя и не обязательным. в тестируемом 
образце вешества, имеющего в своей структуре группировку. способную взаимолействовать 
с использованными реагентами. Результаты тестирования сильно зависят от инливидуальной 
способности различать близкие оттенки цвета и профессиональной полготовленности специ- 
алиста. 

Тест Дилле— Копани. Приготовление реактива: реактив 1: растворяют 0.1 г ацетата кобальта 
(1) безволного в 100 мл метанола, лобавляют 0.2 мл ледяной уксусной кислоты и тшательно 
перемешивают; реактив 2: к 95 мл метанола добавляют 5 мл изопропиламина. 

Провеленис реакции: к нескольким крупинкам вешества или сухому остатку экстракта из 
биообьекта добавляют по 1—2 капли реактива 1 и реактива 2. 

При наличии барбитуратов развивастся фиолетовое окрашивание с различными оттенками. 
Аналогичную рсакцию дают сульфаниламиды. нипсридины и другие азотсодержащие вешест- 
ва. Предел обнаружения метода до 25 мкг в пробе. В данной реакиии метанол можно заменить 
этанолом. 

Тест Либермана. Приготовление рсактива: к 10 мл серной кислоты добавляют | г нитрата 
калия или натрия при охлаждении смеси и постоянном перемешивании, избегая выделения 
паров коричиевого цвета. 

Проведение реакции: 2—3 капли реактива добавляют к образцу. расположенному на ча- 
совом стекле или белой плитке. Внимацие! Большое количество веществ окрашивается под 
возлействием серной кислоты. Для получения правильных результатов этого теста нсобхолимо 
провести параллельное испытание проверяемого объекта серной кислотой. Фенобарбитал лает 
красно-оранжевое окрашивание, одиако схожее окрашивание лают (желгые или коричневые 
интенсивные ивета) вещества, имеющие фепольные групп в молекуле. 

Тест нитрата ртути. Приготовление резктива: К насышенному раствору нитрата ртути (1) 
вобавляют бикарбонат натрия ло окончания выделения газа и образования желтого осалка. 
Через некоторое время осадок меняет цвет на светло-коричневый. Используется только свеже- 
приготовленный реактив (не более 1 ч). Перед унотреблением рсактив взбалтывают. 
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Проведение реакции: пробу растворяют в минимальном количестве этанола и добавляют 
каплю рсактива. После перемешивания проверяют окраску в течение 2 мии. Одновременно 
проводят реакцию с чистым этанолом в качестве контроля. 

Темно-зеленое или черное окрашивание указывает на возможное присутствие вешества с 
имидной груипировкой в кольце. Скорость проявления окрашивания сильно зависит от свойств 
вещества. Кроме барбитуратов. положительную реакцию этот тест лает с сульфаниламилами, 
некоторыми антибиотаками, фенитоином и другими всшествами. Предел обнаружения барби- 
туратов от 1 до 5 мкг. 


Иммунохимические тесты 


При исследовании барбитуратов ИХМ используются для проведения скрининга болыно- 
го числа образцов. главным образом биологического происхожления. Получасмыс при этом 
результаты позволяют сделать предположение о возможном наличии в тестируемом объекте 
вешества из группы барбитуратов без проведения внутригрупповой дифференцировки. Про- 
должительность исслелования обычно составляет от нескольких минут до нескольких часов. 

К настоящему времени отечественными и зарубежными производителями налажен выпуск 
наборов и реактивов для ИФА, метола поляризационного флуороиммуноанализа (ПФИА), 
мегола ингибирования латсксной агглютинации. радиоиммуниных методов (РИА). а также им- 
мунохроматографические наборы (см. гл. 6.2). На результаты тестирования оказывает влияинс 
тип используемого растворителя. рН среды, интенсивность излучения и температура провс- 
дения анализа. Важнейшее значение имеет реакционная способность иммунных реактивов. 
которые достаточно быстро. особенно при несоблюдепим правил их хранения, теряют свою 
активность. В связи с этим при проведении тестирования конкретного биообъекта, напри- 
мер мочи, важно придерживаться подробной инструкции от фирмы-производителя, в кото- 
рой даны четкие рекомендации по степеин разбавления реактивов и образца, соотношению 
их объемов. условиях хранения реактивов и лругая информания. Любое изменепие методики 
исследования, выходящее за пределы инструкции. особенно изменение тестируемого объекта, 
должно обязательно проверяться с использованием аналитических станлартов анализируемых 
веществ. Схема проведения исследований иммунными метолами должна обязательно включать 
проведение испытаний работоспособности реактивов на заранее приготовленных пробах с ана- 
лизируемым вешеством. 

В настоящее время большинство тестов ориентировано на проведение исследований мочи. 
известны тесты по определению барбитуратов в крови. слюне. поте. Наиболее належные тесты 
проверялись на возможность определения барбитуратов в вытяжках из секционного материала, 
волосах и ногтях. Все указанные объекты являются объектами биопогического происхождения 
и представяяют собой сисгемы с достаточно ограниченным химическим составом и опреде- 
ленными свойствами. В них не встретишь агрессивных компонентов, таких как концентриро- 
ванные кислоты или щелочи. окислители или восстановители; диапазон концентраций опрс- 
деляемых вешеств. рН среды и ионной силы раствора достаточно узок. Так. для барбитуратов 
предел обнаружения ири тестировании обычно устанавливается фирмой-производителем для 
определения токсических концентраций в моче и составляет от 100 до 500 иг/мл. 

Ложные результаты могут быть получены после чрезмерного разбавления образпа, лобав- 
ления в него кислот или шелочей, различных поверхностно-активных веществ, окислителей 
{перманганата калия или гипохлорига натрия). полсластителей (сахарип) или других веществ. 

Иымунохимические тесты широко применяются при исследовании биологических объектов 
на присутствие в них барбитуратов, однако получениые положительные результаты всегда тре- 
буют обязательного подтверждения другими методами. 


Тонкослойная хроматография 


ТСХ широко используется для исследования барбитуратов и большого числа веществ других 
групп — наркотиков. лекарств. пестицидов. метаболитов этих вешеств. ТСХ применяется для 
проведения скрининга (см. гл. 6.3.1). Этот вид хроматографии полезен в качестве препаратив- 
ного метода. 

Хроматографирование барбитуратов обычно осушествляют на пластинах с закрепленными 
слоями силикагеля с лобавленисм флюорсснентного индикатора или без него на стеклянных, 
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полимериых или мегаллических носителях. Ниже привелены условия разделения барбитура- 
тов. 

Пластины. Активированный силикагель С на стеклянной подложкс с толщиной слоя 0,25 мкм 
и добавлением флюоресненлиого индикатора (длина волны возбуждения 254 нм). 

Нанесение образцов. На заранее размечсиную пластину наносят метанольные расгворы ис- 
слелуемых вешеств или экстракты из биологических образцов. Олновременно на эти же плас- 
тины наносят растворы аналитических станзартов сравнения. Лучшие результаты получаются 
при использовании растворов в кописитрации около 5 мг/мл. 

Системы растворителей 
» Система А: этилацетат-метанол — 25% раствор аммиака (85:10:5). 

» Система В: хлороформ — ацетон (80:20). 
е Система С: изопропанол: хлороформ: 25% раствор аммиака (90:90:20). 

Визуализация. После проведсиия разделения пластины тщательно просушивают для удалс- 
ния следов хроматографической системы, особенно следов аммиака. Для этого их нагревают 
при 120 °С в течение 5 мин в термостате или облувают горячим воздухом с помошью лабора- 
ториых фенов. Качество операции определяется по наличию запаха аммиака. 

После улалсния хроматографической системы пластины просматривают в УФ-свете при 254 
и 366 нм и отмечают наличие хроматографических зон. Далее пластины обрабатывают реакти- 
вом хлорида ртути с пифенилкарбазоном. 

Состав реактива хлорила ртути с дифенилкарбазоном: реактив 1: растворяют 0,1 г дифе- 
нилкарбазона в 100 мл этанола; реактив 2: растворят | г хлорила ртути в 50 мл этапола. Прел 
употреблением растворы Е и 2 смешивают и обрабатывают пластины. 

Барбитураты проявляются в данных условиях в виде сине-фиолетовых пятен на розовом 
фоне. Предел обиаружения составляет от | до 5 мкг барбитурата в пятне. 

Внимание! Реактив хлорила ртути с дифенилкарбазоном облаласт самой высокой чувстви- 
тельностью к барбитуратам среди мпогих других. однако ои высокотоксичен и лолжен быть 
использован с соответствующей прелосторожностью. 

Другими проявляющими реагентами могут быть: 1) 1% раствор аистата серебра с последую- 
шей обработкой раствором лифепилкарбазона; 2) выперживания пластип в атмосфере газооб- 
разного хлора после обработки их 2.7-дихлорфлюореспином: 3) реактив Драгенлорфа. 

В табл. 7-19 приведены значения К?100 для барбитуратов в указанных выше хромато- 
графических системах. 


Таблица 7-19. Хроматографичекая подвижность барбитуратов 


Вещество Система растворителей 
К #100 

А В С 
Аллобарбитал 1 50) 53 
Амобарбитал 36 52 74 
барбитал 31 41 51 
Буталбитал 38 54 67 
Бутобарбитал 38 50 68 
Пнклобарбитал 35 50 59 
Мстилфенобарбитал 43 70 72 
Пенгобарбитал 45 55 76 
Фенобарбитал 28 47 38 
Секбутабарбитал 41 50 69 
Секобарбитал 44 55 78 
Винилбитал 40 38 = 


Хорошо себя зарекомсиловала при опредслспии барбитуратов эксисртная ТСХ-система 
ТОКСИ-ЛАБ. которая представляет собой полный набор инструментов. приспособлений и 
реактивов лля провелепия пробополготовки биологических объектов с последующим опреде- 
енисм более 700) веществ методом ТСХ(см. гл. 6.3.1). 
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УФ-спектрофотометрия используется для проведения илентификации и количественного 
определения барбитуратов. в том числе выделенных из биологических объектов. В растворах 
барбитураты в зависимости от рН среды изменяют характер поглощения УФ-свста. В кислой 
среде и органических растворителях поглощение барбитуратов незначительно. Однако при из- 
мепспии рН в их спектрах появляются интсисивные полосы поглошения вследствие лактим- 
лактамной таутомерии перехола лактамной формы барбитурата в лактимную при РН 9.0 (по 
№, — С, ) и при РН 13,0 (по М, — С, ипо №, — С.). 

Все 5.5-диацилзамешеиные барбитураты в указанных условиях имсют максимум поглоше- 
ния при рН 9.0 близкий 240 нм, при изменении рН до 13.0 интенсивность их поглошения сни- 
жастся. При этом происходит сдвиг в болес длинноволповую область к 255 им. На рис. 7-71 а. 
а показаны спектры поглошения фенобарбитала в зависимости ол рИ срелы. У М-замещенных 
барбитуратов. например метилфенобарбитала (см. табл 7-16), может быть только олиа лактим- 
ная форма и на УФ-сискгре (рис. 7-71, 6) проявляется только один максимум поглощения при 
243—244 нм при рН 9.0. Повышение рН до 13,0 к измспению спектра пе приводит. Гиобар- 
битурагы обладают высокой способностью к поглошению УФ-света (рис. 7-71, в). Максимум 
поглощения в сильношелочной среде у них составляет 303—304 нм. 

УФ-спектрофотометрию используют для количественного определения барбитуратов в моче 
и крови при отравлениях. 

Окисленные в алифатической части метаболиты барбитуратов имеют очень близкне спект- 
ры к исходным барбитуратам, поэтому результат определения — это суммарная кониситрапия 
исходного вешества и его основных метаболитов. 

Продукты реакции барбитуратов с дифенилкарбазоном и солями ртути поглошают УФ-свет 
при 550 им. Это поглошепие при конпентрациях барби гуратой в плазме крови в лианазоне от 
терапевтических ло токсических соответствует закону Бугера—Ламберта— Беера. что позволяет 
использовать реакиию для опрелеления этих вешеств фотоколориметрическим способом. 

ИкК-Фурье-спектрометрия применяют лля идентификации индивидуальных барбитуратов 
(примеры см. гл. 6.4.2.2). Метод недеструктивен и достаточно просто комбинирустся с другими 
мегодами. например с ТСХ, обладаст достаточно высокой чувствительностью: совремсиные 


Поглощение 


200 225 250 275 300 325 350 375 400 


Длина волны, нм 


Рис. 7-71. УФ-спектры фенобарбитала (а), метилфенобарбитала (б) и тиопентала (в) в зависимости от рН 
среды. Пояснение в тексте. 
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Поглощение 


200 225 250 275 300 325 350 375 400 


Длина волны, нм 


Поглощение 


200 225 250 275 300 325 350 375 400 
Длина волны. нм 


Рис. 7-71. Окончание. 


ИК-Фурье-спектрометры способны снимать спектры образцов вешества массой до 10 мкг, а 
при использовании специальных приспособлений — и гораздо ниже. 

Основные характеристические частоты ИК-спектров барбитуратов (см`'): 

—М№Н— (деформапионные колебания) — 1680—1693: 

--С=О (валентные колебания) — 1712—1725: 

—СОМН— (валентные колебания) — 1744—1770: 

=С— №— (валентные колебания) — 1300—1320; 

С=0 (деформационпые колебания) — 1210—1245; 

=С-—Н (деформационные колебания) — 830—875. 
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Дополнительню тиогруппа может быть иленгифинирована по 2 нолосам поглощения — 1170 и 
1540 см", фенильные замсститсли в положении 5 имеют полосы 1490 см" и между 690 и 715 см". 
аллильные раликалы — по полосам 1000 и 1540 см". М-мегильные радикалы — по 2 полосам около 
1190 см". В области «отпечатков пальцев» все барбитураты могут быть илентифипированы- 


Газовая хроматография и хромато масс-спектрометрия 


Метол газовой хроматографии широко используется при исследовании барбитуратов. в том 
числе выделенных из биологических объектов. Современные капиллярные квариевые газох- 
роматографические колонки с нансеенными на стеики нсполярными силиконовыми фазами 
достаточно инертны и позволяют проводить исследоваиия следовых количеств барбитуратов 
без лериватизации. Одпако в некоторых случаях. папример при проведении подтвержлающего 
исследования методом хромато-масс-сисктрометрии или при исследовании метаболитов бар- 
битуратов деривагизация может быть полезна. С этой целью используют мегилирующие реак- 
тивы, такие, как диазометаи. гидроксиды тетрамстиламмония или тримстилфениламмония. В 
результате их действия атомы водорода у азота в молекуле барбитурата меняются на мегильную 
группу. При исследовании метаболнтов барбитуратов применяют различные ацилируюшие ре- 
активы, например ангидрилы уксусной или трифторуксусной кислоты. либо мпогочисленные 
силилирующие реактивы. 

Детсктирование обычно осушествлястся с применением ПИД. азотно-фосфорпого детектора 
(АФД) или МС-детсктора в режиме ионизации электронным ударом ири 70 эВ или ИК-Фурье- 
детектора. Последний вил оборудования хотя и лостаточио редок. но по своим возможностям 
можег значительно дополнить результаты масс-спектрометрического апализа или полностью 
заменить его. 

В неизмененном виле барбитураты имеют масс-спектры. достаточно сложно подлающиеся 
идентификации, В связи с этим до недавнего времени с этой целью использовали мегильные 
или димегилиые производные барбитуратов. На рис. 7-72 привелепа одна из возможных обиих 
схем основных путей фрагментации мстильных произволных барбитуратов 

Основные пути фрагментации №,№-димегилпроизволных барбитуровой кислоты: 

• за исключением тиольных аналогов, молскулярные ионы отсутствуют или имеют незначи- 
тельную интенсивность: 

• барбитуратовое кольно стабильно. сго раскрытия не наблюластся. если К, или К, нсарома- 
тические радикалы: 

• обычно из барбитуратовоғо кольиа в первую очерель теряется более ллииный пасыщенный 

алкильный раликал из положения 5: 

• если К, этильный радикал, а К, пе имеет а-водорода. то путь А предпочтителен. что позво- 
ляет различать амобарбитая и пеитобарбитал или бутстагал и бугабарбитал. 

Масс-спектры некоторых барбитурагов приведены в табл. 7-20. 


Таблиия 7-20. Масс-сисктры некоторых барбитуратов 


| Вещество Молякулярная масса нонов (Д) в относительная нигевсивность 
Аллобарбитал 167 (100). 12+ (97). 80 (68). 193 (23). 208 (2) 
Амобарбитал 156 (100). 141 (73). 197 (9), 195 (6). 211 (2) 
Барбитал 156 (100). 141 (97). 98 (22). 112 (20). 83 (12) 
'Буталбитал |168 (100). 167 (85). 181 (30). 141 (24). 209 (3) 
Бутобарбитгал 141 (100). 156 (96). 98 (19). 184 (10), 197 (2) 
'Винилбитал 157 (100), 83 (29). 71 (15), 209 (1). 195 (1 

| Метилфепобарбита» 1218 (100%. 117 (39). 146 (23). 246 (10) 
Пентобарбитал 156 (100). 141 84). 69 (12). 98 (10). 197 (4) 
Секбутабитал 141 (100), 156 (87), 57 (27). 98 (13), 157 (12) 
Сскобарбитад 1168 (100). 167 (80). 195 (25), 141 (11). 209 (4) 
„Фенобарбитал 1204 (100), 117 (29). 232 (23). 161 (20) 
Цнклобарбитал 207 (100). 141 (33), 236 (3). 81 


Примечание. В скобках — относительная интенсивиость. “&. 
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Рис. 7-72. Схема фрагментация метильных производных барбитуратов. Пояснение в тексте. 


Высокоэффективная жидкостпая хроматография использустся для исследования барбитура- 
гов как в лекарственных формах, так и выделенных из биологических объектов. Для этого чаше 
всего применяют обрашеннофазовые колоики с сорбентами С8 или С18. В качестве подвижной 
фазы, используемой в изокрагическом или градиентном режиме, служат смеси ацстонитрила 
либо смеси метапола с волным буфером или смеси растворителей, например ацетонитрила, 
изопропанола и гексапа, с фосфатным или ацетатным буфером. 

Лучшим выбором лля детектирования барбитуратов можно считать УФ-детектор или ди- 
олную матрицу. В послелнее время широкое распространение получили комбинированные 
методы жидкостной хроматографин и часс-спектрометрии. 
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7.3.8. Производные 1,4-бензодиазепина 


Ты можешь испелить болящий разум. 
Из памяти с корнями вырвать скорбь. 
Стереть в мозгу начертанную смуту 
И слалостным каким-нибуль лурманом 
Очистить грудь от пагубного груза. 
Давяшего на сердие? 

В. Шекспир 


Вопрос Макбета врачу могут задать и наши современники, желая избавиться от напряжения 
повседневной жизни. 

Трудно дать исчерпывающее определение беспокойству. Тем не менее беспокойное состоя- 
ние часто описывают несколькими или всеми четырьмя привеленными симптомами: моторика 
(например. судороги. сокрашения мышц, иапряженность). некоитролируемая повышенная ак- 
тивность (потливость. тяжелое серлиебиенпие. тяжесть в желулке. виезанные приливы крови): 
тревожные предчувствия (беспокойство, страх. залумчивость); настороженность (беспокойс- 
тво. повышенное внимание, бессопнипа). Успокоительные средства. известные как транкви- 
лизаторы или анксиолитики, предназначаются аля лечения психологических и физиологичес- 
ких симптомов беспокойпого состояния. Транквнлизаторы (от лат. гапдийШин — спокойствие) 
прелставляюг собой одну из важнейших групп психотропных средств. В последнее время их все 
чаше называют анксиолитикамн (от лат. апхіиѕ — тревожный и греч. 4:55 — растворение). Есть 
и другие менее распространенные названия: атарактики (от греч. агагахе — невозмутимость). 
психоседативные, антиневротические срелства (см. электропиое приложение). 

Значительное количество лекарственных препаратов разных групп способно проявлять 
противотревожные (собственио транквилизируклцие) свойства. В частности, такис свойства 
присущи некоторым антилепрессантам — препаратам, оказывающим в целом стимулируюшес 
влияние на психические процессы (см. гл. 7.3.9). В то же время такой классический транквили- 
затор. как дипазепам, обладает аптидепрессивным эффектом. Эти перекрывающниеся спектры 
фармакологической активности. казалось бы. совершенно разных лекарственных ирспаратов 
свидетельствуют о полимодальносги психотропных эффектов, исключительной сложности ме- 
ханизмов различных нарушений психики. происходящих с участием многих исйромедиатюров, 
н обшпости искоторых исйрохимичсских и нейрофизпологических звепьсв этих нарушспий. 

Транквилизаторы известны болес 50 лет. Разработка первых прспаратов этой группы отно- 
сится к середине ХХ столетия — периолу зарождения паучной исихофармакологии. История 
примеисния анксиолитиков началась с внедрения в клиническую практику карбаминового эфи- 
ра пропандиола — мепробамата (мепротана). В пачале 50-х годов ученые из лабораторий Роше 
синтезировали новую группу соединений. названную бепзодиазепинами в 1955 г. С момента 
появления на фармацевтическом рынке хлорлиазепоксила (элениум) в 1959 г. группа производ- 
ных бензолиазепина, представленная разиообразными по структуре. облалаюшими широким 
спектром фармакологической активности и высокой эффективностью соединениями. вошла в 
медицинскую практику всего мира. В настоящее время группа транквилизаторов насчитыва- 
ет болес 100 препаратов. Продолжаются их активный поиск и совсршенствование. Только в 
наиболее популярпом ряду производных 1.4-беизодиазспина 


синтезировано свыше 3 тыс. соедипений, из которых более 1 с о 
40 использустся в клинической практике. м 
На 8-й спспиальной сессии в феврале 1984 г. Комиссия по 


наркотическим средствам ООН решила поставить под мсжду- 
народный контроль 33 произволных беизодиазепина. 

Диазепам (1963) и хлордиазепоксид быстро заняли лидиру- а 
юшее место на рынке лскарств от беспокойства и бессонни- 
цы. Например. более 100 млн рецептов было выписано только 
на одни бензодназепины в 1975 голу. 

Дназепам (валиум) являстся базовым препаратом — транк- 
вилизатором (рис. 7-73). 

В табл. 7-21 представлены наиболее распрострапсиные ле- Рис. 7-73. Структурная формула 
карственные препараты этой группы. дназспама. 
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Таблица 7-21. Структурные формулы некоторых производных бензолиазепина 


Вешество Структурная формула 
Хлорлназепоксил (либриум) 


Темазспам (3-гилроксилиазспам) 


СНОН 


Диазепам (валиум) 


е 


Оксазепам (алумбран, пракситен. серакс. 
ссренал-Д) м 


Нитразенам (могалан. могалон} н 


Медазспам (побриум) 


635 
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Продолжение табл. 7-21 


Лоразспам (тавор. аливаи, теместа) н о 
“ә 
СНОН 
Се 2 
с 
Празепам (лометрин, верстран) ря 
с о 
< 
„Сн, 
СІ 22 =——м 
Е 


Клоназспам (риватрил) 


Флуразспам (лалмадорм. паямане) 


Бромазенам (лсксотаинл, лексотан ) о 
н 
м 
Сн, 
Вг 
= “м 
| 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных... 637 


Продолжение табл. 7-21 


Флунитразепам (рогипноль) 


Клобазам (фриалум) 


Камазепам (альбего) сн 


Кетазолам 


Триазолам 


Клотиазепам 
сну 
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Лорметазепам 


Тетразепам 


Алпразолам 


Феназспам 


Структура производных бензодиазепина 


В основе структуры производных бензодиазепина 
(рис. 7-74) лежит 5-арил-1,4-бензолиазепин. в кото- 
ром бензольное кольцо соединено в положении 6, 7 
с 1,4-диазепином. В положении 5 обычно имеется ра- 
дикал фенил (лля оксазепама или медазепама) или 2- 
галоилный фенил- (2-хлорофенил лля лоразепама или 
2-фторофенил для флуразепама). 

Другая группа производных бензолиазепина (ими- 
дазобензодиазепины) включает имидазольное (1,3-диа- 
золытое) кольцо. присоединенное в положении 1. 2 к 
1,4-диазспину (милазолам). 

Структура триазолобензодиазепинов вместо имида- 
зола содержит 1.2,4-триазоловое кольцо (алпразолам. 
эстазолам и триазолам). К другим структурным измс- 
цениям относятся наличие гетероциклических колец в 


Окончание табл. 7-21 


Рис. 7-74. Обшая формула производных 
1,4-беизолназспина. 
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положении 4. 5 (галоксазолам, кетазолам и оксазолам) или замещение бензольного кольпа 
гриенильпым кольцом (клотнизенам). 

Физико-химические свойства бензодиазепинов. Производпые 1.4-бензолназепинов бесииетные 
кристаллические вешества. практически нерастворимые в воде. Их соли (по амино- или кар- 
бокенльной группе) растворимы в воде. Растворимость в оргапических растворителях зависит 
от химической природы вещества. Лучше всего они растворяются — в апротонных раствори- 
телях. Липофильпость (1 К.) произволных беизолиазепииов нахолится в диапазоне 2.16—2,98. 
Структура веществ этой группы м ЖЕ характер поглощения в УФ-области. В УФ-спект- 
рах имеются 3 полосы поглощения с А, в областях 200—215. 220—240 и 290—330 нм. 

Абсорбиия производных 1.4-бензодиазепинов в УФ-области изменястся в зависимости от 
РН их растворов: 
® в кислой среде — за счет протонирования атома азота положении в 1 или 4; 

е в щелочной среле возможно изменение хромофорной системы (увеличение сопряжения за 

счет лактим-лактамной таутомерии азометиновой связи в положении 1. 2). 

Это свойство положено в оспову идентификации сосдинсний данной группы по электрон- 
ным спектрам поглощения. 

Производныс 1.4-бензолиазепинов янляются слабыми оспованиями, 1.2-Дигилропроизвод- 
ные 1,4-бензолиазспина — это амфолиты за счет наличия в молскуле амидной группы. Произ- 
водные 1.4-бензодиазспина склонны к гидролизу в кислой и щелочной средах. 

Кислотный гидролиз. например, 1,2-лигидропроизволных беизодиазспина протекает. как 
показано на рис. 7-75: 

Пролуктами гидролиза являются амннобензофеноны (Ш) и аминохинолоны (У). образую- 
шиеся из промежуточного соединения (11). 

В результате щелочного гидролиза 1.2-лигилропроизволных бензолиазепина образуются 
соли аминокислог. которые при взаимолействии с кислотами образуюг бензофенон и произ- 
водные глицина (рис. 7-76): 

Фармакология и токсикология. По фармакологическому лействию производные бензодиа- 
зепина относятся к транквилизаторам. снотворным. противосулорожным препаратам и иен- 
трально действующим мышечным релаксантам. Транквилизаторы применяют пля устранения 
беспокойства. чувства тревоги и страха, уменьшения внутреннего напряжепия. разлражитель- 
ности. лечения бессонницы и других проявлений невротических. неврозоподобных, психопа- 
тических и психопатоподобиых состояний. вегетативных дисфункций. Поэтому главной ми- 
шенью применения транквилизаторов являются различные тревожно-фобичсскис синдромы 
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Рис. 7-75. Схема кислотиого гидролиза 1,2-лигилропроизводных 1.4-бензолгазепина. 
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Рис. 7-76. Схеми анеслочного тилролиза 1.2-лигипропроизводных 1.4-бензодиазелина. 


непсихотического уровня. как острые, так и хронические, развивающиеся в рамках так назы- 
ваемых пограничных состояний. 

Одна из классификаций производных бензолиазепина основана на продолжителыности дейс- 
твия. Согласно этой классификации. вылеляют препараты длительного действия (например. 
диазепам, фепазепам. циназепам, нитразепам, флунитразепам), средней длительности лействия 
(хлордиазепоксид, лоразепам, нозепам, алпразолам и др.) и короткого действия (мидазолам, три- 
азолам). 

Тралиционно выделяют так называемые дневные транквилизаторы, у которых преоблаласт 
собственно анксиолитическое лействие и минимально выражены селативный, снотворный, 
миорелаксантный эффекты, — мезапам (рулотель), тофизопам (грандаксин), гилазепам, кло- 
разепат (транксен). 

Полобиый подхол к классификации. однако. не учитывасг механизм действия транквилизато- 
ров, который особенно важен для понимания токсикодинамики и сущности побочного действия. 

Нарушения перелачи информации между клетками во многих случаях обеспечивают раз- 
витие патологических процессов. Межклеточная коммуникация включает перенос сигнала с 
помощью химических соединений, для которых на клстках-реципиентах сушествуют специ- 
альныс воспринимающие элементы — рецситоры (см. гл. 2 и 3). В настоящее время около 2/3 
всех выписывасмых врачами препаратов имеет «рецепторный» механизм лействия. а в психо- 
фармакологии этот показатель приближается к 100%. 

Различные по химической структуре лепрессанты — алкоголь, барбитураты, небарбитуратные 
успокоительные срелства и бензодиазепины — оказывают схожее действие при эквивалентных 
дозах. Кроме того. между ними сушествует перскрестная толерантность. Опи могут усиливать 
действие друг друга. Существует также перскрестная зависимость, так как соответствующая доза 
любого лепрессанта может использоваться для уменьшения абстинентного синдрома, вызваино- 
го другим лепрессаитом. Действителыто, бензолиазепины часто используют для смягчения пос- 
лелствий при отказс от алкоголя. Были получены достоверные доказательства об обшности ме- 
ханизма возлействия депрессантов. В 1977 г. ученые сообщили об открытии бензолиазепиновых 
рецепторов. Производные бензодиазепииа взаимодействуют с беизодназепиновыми рецепторами 
(рис. 7-77), которые расположены только в олной из нейротрансмиттерных систем — ГАМК-ер- 
гической (как с пре-, так и с постсинаптическими ГАМ К-ергическими нейропами). 

ГАМК представляет собой основной ингибитор нейротрансмиссии в ЦНС. Эта аминокислота 
лействует. связываясь с ГАМК, -рецепторами — лигандзависимыми каналами. в которых участок 
связывания нсйромелиатора и ионный канал составляют олин макромолекулярный комплекс. 
Поскольку ионный канал. входящий в состав ГАМК, -рецептора, селективно пропускает внутрь 
нейрона анионы хлора, активация ГАМК, -репептора приволит к гипсрполяризации нейрона и. 
таким образом. тормозит запуск потенциала нейропередачи. Механизм действия бензодиазепи- 
нов основан на связывании со специфическим участком ГАМК, -репептора. 

Фармакология ГАМК, -рсисптора достаточно сложна. ГАМК, ‚-рецентор служит основным 
местом действия не только бензодназепинов, но и барбитуратов, а также обусловливаст неко- 
торые токсическис эффекты этанола. Беизолиазепины и барбитураты связываются с различны- 
ми участками рецептора и усиливают тормозящее действие ГАМК. Они действуют посрелством 
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Рис. 7-77. Механизм действия беизодиазспипов, основаиный на связывапии со спсцифическим участком 
ГАМК, -репесптора (по ГиШтапп И... 2000). Пояснение в тексте. 


аялостеричсской' регуляции, изменяя конфигурацию ренептора так. что его сродство к ГАМК 
увеличивается. Кроме того. эти препараты взаимно усиливают действие друг друга. Этиловый 
спирт также действует аллостерически. повышая сродство рецептора к ГАМК и другим препа- 
ратам. Он не связывается с самим репсптором. а изменяет мембранное окружение рецептора. 
В высоких дозах барбитураты и этиловый спирт. но ие бенизодиазепины могут открывать ка- 
налы лля ионов хлора независимо от ГАМК. Тот факт, что бсизолиазепины, барбитураты 
и этиловый спирт действуют на один и тот жс рецептор, объясняет их фармакологический 
синергизм (а значиг. опасность передозировки при комбинированном применении) и псре- 
крестную толерантность. Например, бензодмазепины оказывают влияние на познавательную 
и исихомоториую деятельность и ухудшают внимапие волитслей. что усиливается алкоголем. 


Аллостерическис молуляторы — встиества. спязываюищшсся с участком репептора. отличиым от активного пентра, и 
изменяющие выраженность эффекта агонистов или антагонистов. Аллостеричсскис молуляторы могут быть позитив- 
ными или негативными, усилнизюнми или ослабляющими действие лигаплов соответетвеино. 
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Перскрсстная толерантность использустся при лстоксикацин больных алкоголизмом бензодн- 
азспиновыми препаратами. 

ГАМК, -рецспторы состоят из нескольких субъелинии. Активный ГАМК, -рецептор вклю- 
част 2 а-субъединицы, 2 В-субъелиницы и р- или А-субьелинииу. С бензолиазенинами вза- 
имодейсгвуют только те рецепторы. у которых имеется 2-субъслинипа. Выявлено песколька 
разповилиостей а-. В- и в-субъединиц. Разнообразие ГАМК, -репепторов обеспечивается раз- 
личными сочетаниями субъединиц. поэтому следует налеяться на разработку в булушем новых. 
более селективных бензодиазепннонодобных препаратов. облалающих менсе выраженным сс- 
лативным свойством или режс вызываюншх зависимость. 

Основное действие бензодиазгпинов связано с аллостерической регуляцией ГАМК -рецеп- 
торов. однако. принимая во впимание широкое рзенростраиение в ЦНС ГАМК -реиенторов 
пока неясно. как лостигается специфическое анксиолитическое действие бензодназепинов. 
применясмых в терапевтичсских дозах. Какие имеино ГАМК-ергические синансы из множест- 
ва присутствующих в ЦНС опосрелуют анксиолитическое действие бензодиазелинов? Каковы 
их нормальные физиологические функции? 

Безусловно. рецепторы бензодиазенинов существуют в головном мозге с какой-то целью. и 
вряд ли они просто ждали в мозге открытия бензодиазспинон. Болес вероятно. что бснзолназе- 
пипы имитируют естесзвенное исйромелинаторное регулирование страха или беспокойства. по 
этот факт пока ис установлен. 

Прелполагастся, что анксиолитические свойства беизолиазенинов связаны с ингибированисм 
псйропов лимбической системы. а также серотомиисргических (5-СН. или 5-НТ) и поралренер- 
гических нейронов слвола мозга. Противосудорожиое лейслвие бензолиазенины оказывают на 
исйроны коры. Соответственно тсрапсвтический эффект производных беизодназепина — ре- 
зультат одновременного воздействия пренарата на множество структур головного мозга. чем. 
по-вилимому, и опрелеляется широкий снектр нх фармакологической активности. Производные 
бензодназенииа воздействуют преимущественно на области головпого мозга, стимулирующие 
физпологические механизмы подавления активности болышииства нейронов. Этим объясняется 
купирование тревоги и других расстройств. связанных с гиперактивностью пейронов (например. 
пароксизмальная эпилеитическая активность). Тераиевгический эффект бензолиазсиниов, реа- 
лизуюшийся в редукции вегетативных и некоторых эндокринных нарушений. объясиястся учас- 
тием ГАМК-ергических синапсов в пентральных механизмах рсгуляции функций эндокринной 
и ястетативной систем (рис. 7-78). Поэтому, кроме собственно анкснолитического. к основным 
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Миорелаксантные Услокаивающе-снотворные 


Рис. 7-78. Различное фармакологическое действие беизодиазснинов. усиливаюшис тормозящее илияпие 
ГАМК-нейронов на другие нейромеднаторные системы. 

АсН — холипергические. РА — дофаминергические. МА-норалренергическис, 5-НТ —серотопинергичес- 
кие рецепторы. Пояснения в гексте. 
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клинико-фармакодогическим эффектам траиквилизаторов относятся седативный. миорслакси- 
руюший. противосудорожный. снотвориый. вегстостабилизируюший и амиссгический. 

Учитывая. что понягие «транквилизаторы» объединяет многие вошества различной хими- 
ческой природы, а вещества. близкие по структуре. тем ие менее оказывают другое фармако- 
логическое действие. используют классификанию траиквилизаторов по механизму действия 
(табл. 7-22). 


Таблина 7-22. Классификаиия важнейших транквилизаторов (по Т.А. Воронипой и С.Б. Сереленину} 


2 Механизм дйстввя ___ Црелстакители 
Традиционные анксполитики 
Прямыс агописты ГАМК, -бензолназспиновоғо 


пеценторного комплекса 


Производные беизолиазенииа;: 
с преобладинием собственно 
зиксиолитического действия 
(хлорлиазепоксил. зивзепам. феназенам, 
оксазепам. лоразепам и лр.) 
с преоблаланием снотвориого лействия 
(нитразспам, флунитразенам) 
с преоблаланием противосулорожного 
действия (клоназепам) 
Преиараты резного строения — мебикар, 
мепробамат, бенактизии. оксилилин и др. 


Препараты разного механизма депсівия 


Повые анксполитики 


Частичные агописты бензолиазенинового 
реисптора. вошества с различной гропностью к 
субъелицницам ГАМК, -рспептора 


Эншогенные регуляторы (модулягоры) ГАМК - 
беизолиазенинового реценторнога комилекса 


Абскарнил. имидазонириаины (адпидем. 
золнидем). 

имилазобензолиазенины (имилазенил. 
бретазсиил), линалон. гилазенам 


Фрагменты энлозепинои (в частности ВІ — 
Оіалерит Ыіпабтр тНФног. т.е. ингибитора 


связыйапия лиазепама ) 

пронзволные Б-карболина (амбокарб, 

карбапетам\ 

никотинамил и его аналоги 
Фенибут. ГАМК (ампналон). баклафен 


Мексидол. афобазол. ладастен. тофизопям 


Атнисгы ГАМК,-реиспторного комплекса 


Мембранные модуляторы ГАМК, - 
беизалиазенинового репепториого комилекса 
Глутаматергические анкснолитики Авипописты ММОА-рененторов” (кетамин. 
фенииклидни, паклазопин) 

Антагонисты АМРА-рецепгора ®* 
(ифениролид) 

Лиганды гаипипового участка 
Примечаице.* ММОЛ комилскс квнал/рецеплор имест сайты связывания глугамага, глицина, ионов 
магния и иивка. РСР. полиаминов и сайт фюсфорилпрования. “*АМРА-реценторы являются ионотрой- 
ными и париду с реценторами лругих полтинов принимают учистие в опосрсдусмой глутаматом передаче 
возбужлаюншх сешиалов. 

В габлицу не вошли многочисленные препараты. трзиквилизируюшес действие которых янлястся лишь 
олной из граией фармакологической активиости. например В-адрепоблокаторы, зитагописты холешисто- 
кинин В-ренеиторов. нейронеитилы. агонисты гистамиповых Н,-репспторов, ангилеирессанты — три- 
циклические и вигибиторы МАО-А. ингибиторы ДОФА-декарбоксилазы и ар. 


Как видно НЗ таблицы. в связи с влиянием на различные нсЙйромелиаторные системы, вов- 
леченные в патогенез тревожных состояний. траиквилизируюшее действие присуше не только 
«классическим» аиксиолитикам, но и средствам. отиосяшимся к разным клинико-фармаколо- 
гическим груипам. 

Фикторы, влияющие на действие траиквилизаторов. В результате развития молекулярной 
генетики. приведшего к илентификации генов и их вариапий. которые кодируют отдельные 
репепторные белки. количество возможных физиологических молификаний рецепторов увсли- 
чилось ло нескольких лесятков тысяч. Например. математические расчеты указыпают на воз- 
можность сушествования около 50 000 комбинаций субъелипиц ГАМК, -рецепторов. наиболее 
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распространенных в ЦНС. Сеголня иевозможно слелать определенные заключения о физио- 

логической значимости столь выраженной гетерогенности рецептирующих макромолскул, тем 

более что в этом ваправлении наука находится в стадии накопления фактического материала. 

Тем не менее наряду с особенностями механизма действия, дозой и длительностью применсиия 

на эффект транквилизаторов сушественно влияет фармакогсистический фактор — гсистически 

обусловленный тип ответа организма ма эмоционально-стрессовое воздействие. Показано. что 
при активном типе реакции бензодиазспиновых трапквилизаторов преобладают дозозависи- 
мос седативное действие. угнетение поведенческих рсакций. а при прогивоположном типс 

(так называемой Ясеите-реакиии — застыванис), напротив. отмечается актнвания поведения. 

В клиннческих исследованиях установлено. что на астеничных паниенгов с певрозами бензо- 

диазснины оказывают траиквилоактивирующее, а на степичных — гранквилосслативное дейс- 

твие. У здоровых добровольцев с высокой результативностью операторской деятельности в 

эмоционально-стрессовой обстаповке бензолиазепины вызывают седапию. а ири лезорганизу- 

ющем влиянии стресса — повышение показателей деятельности. 

На действие транквилизаторов может влиять и минеральный состав рациона, в частнос- 
ти, уровень потребления хларила натрия. Сиижение эффективности анкснолитика наблюзает- 
ся при повышенном потреблении хлорила натрия. что. по-вилимому. связано с ослаблением 
ГАМК-ергических тормозных процессов. 

Основные побочные эффекты, встречающиеся при использовании транквилизаторов. отно- 
сятся к типу А (см. гл, 1): 

• гипсрседапия — дозозависимая дисвная соиливость. спижение времени бодрствования, на- 
рушение коорлинации внимания. забывчивость и др.: 

• миорелаксация — расслабление скелетиой мускулатуры, проявляющесся общей слабостью, 
слабостью в отдельных груцпах мыши: 

• поведенческая токсичность — легкое нарушение когнитивных функций и психомоторных 
навыков. проявляющесся лаже при присме малых доз и выявляемое при нейропсихологи- 
ческом тестировании: 

• паралоксалыиые реакции — усиление агрессивиости и ажитации (возбужденииос состоянис). 
нарушения сна, обычно прохоляшис самопроизвольно или после снижения дозы: 

• психическая и физическая зависимость. возникающая при длительном (6—12 мес непре- 
рывио) применении, проявления которой напоминают неврогическую тревогу. 

Частым побочным эффектом производных бсизодпазепина являются повеленческая ток- 
сичность (соиливость в дневные часы, миорелаксация, нарушения внимания и координации 
лвижений), атаксия (пренмушественно у больных пожилого возраста). Углубление сна и мио- 
релаксация при приеме транквилизаторов может вызвать синдром ночного апноэ (т.е. ллинные 
дыхательные паузы во спс у хрипяших). что обусловливает противопоказание к применению 
препаратов. При этом имеет место гипоксия. возможно развитие ишемии миокарда. Остальные 
побочные эффекты бензодназепинов встречаются значительно реже (табл. 7-23). 


Таблица 7-23. Основные побочные эффекты бензолиззениновых анксиодитиков 
Система | Побочные эффекты 


о — 
Сердечно-сосудистая Снижение сократимости миокарла и как следствие серлечного выброса; 
нсвыражснная артериальная гипотензия при передозировке: сосудорасши- 


ряющее действие 


Бронхолегочная Умеренное угнетаюшее действие па дымтельный центр преимущественно у 
паписнтов с хроническими обструкливными заболеваниями легких 
Пищеварительная Замедление пассажа пищи по кишечнику (клоназепам, лоразспам 


Побочные эффекты производных беизодиазепииа обычно требуюг лишь сиижения или пере- 
распрелелення суточной дозы препарата. Необходимость отмены производных бензодиазепина 
возникает при упомянутых выше достаточно редко встречающихся иарушеннях дыхагельной и 
серлечно-сосулистой снстем, а также при развитии аллергических реакций и гематологических 
осложисиий. 

Безопасность использования бензолиазепиновых анксиолитиков связана с большим разры- 
вом между терапевтическими и летальными дозами. отсутствием неблагоприятного влияния па 
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ряд функциональных систем организма. а также мипимальцымия пежелателыгыми взаимодейс- 
твиями с соматотропными препаратами. Бензолиазепины не оказывают клинически значимого 
возлействия на фуикции печени. эндокринную и мочевую системы. Слелует. однако. иметь в 
вилу, что бензодиазепиновые анксиолитики могут взаимодействовать с некоторыми соматот- 
ропными препаратами (таби. 7-24). В ряле случаев такие взаимодействия могут рассматривать- 
ся как неблагоприятные или очень опасные (например. с миорслаксантами — производными 
тубокурарина). 


Таблица 7-24. Вззимолействис производных бензолиазепииа с препаратами различных фармакологичсс- 
ких групп 


_ Груша препаратов — 1 
Центральные а-адреномиметики 


_ Характер взаимодействия 


(клонидин. метиллофа. гуанфа- 
цин) 


Периферические и-адренобло- 


кагоры (фентоламин, тропафен, 


инлорамин) 
Блокаторы кальциевых каналов 


Ингибиторы ангиотензин-пре- 
врашающего фермента 


о-Алреномиметики ќалреналин. 
норалреналин. мезатон) 


Антнаритмические средства 


Серлсчн ые гликозиды 


Метилксантины (теофиллин. 
аминофиллин) 


Блокаторы Н,-гистаминовых 
рецепторов (циметидин) 


Мочегонные препараты 


Антикоагулянты непрямого 
пействия (варфарин) 


Противомикробные средсгва 


Оральные сахароснижаюшие 
пренараты 
Оральные контрацептивы 


Мнорелаксанты 


Усиление типогензивного эффекта центральных а-адрепомимсти- 
ков. Взаимнос потенцирование угнетаюшего лействия па ЦНС 


Усиление гинотеизивного эффекта периферических о-алренобло- 
каторов и седативного эффекга бензодиазелинов 


Ослабление эффектов лилтиазема при сочетании с диазенамом. 
Усиление эффектов мидазолама при сочетании с дилтиаземом и 
верапамилом 


Усиление гипотензивного эффекта 


Умепыпение гипотензин. вызвалиой перслозировкой лиазепама. 
при введенин норадреналина 

Потснцирование терапевтических эффектов антиапитмических 
препаратов классов 1 (лилокаин} и 1% (дилтназем) 
Потенширование карлнотропных эффектов сердечных гликозидов 
Возможно небольшое повышение артериального лавления. Ос- 
лабление эффектов тсофиллина. Восстановление функций ЦНС 
после приема больших лоз пиазепама при внутривенном ввсаснии 
эуфиллина 


Поленцирование эффектов диазепама. хлорлиазепоксила. мезана- 
ма. алиразолама 


Усиление артериальной гипотензии 
Ослабление антикоагудяитного эффекта 


Усиление эффектов алиразолама н мидазолама при комбинании с 
макролилами (эритромииин). Усиление эффектов лиазепама при 
комбинаиии с изонмазилом. Ослабление эффектов диазепама при 
комбинации с рифампинином 


Потенцирование эффекта пероральных сахароснижающих препа- 
ратов _ 

Снижение эффективиосги контрапепиии. Усиление эффектов 
производных бензодиазепина 


Потенцирование эффекта расслабления скелетных мып 


Значительно более серьезные проблемы связаны с возможностью формирования при при- 
еме производных бензодиазепина зависимости! и синдрома отмены. Риск возникновения за- 
висимости опрсделястся длительностью терапии, суточной лозой. скоростью снижения дозы 
перел полной отменой и длительностью периода полувыведения препаратов. 


р Лекарственная зависимость от транквилизаторов трактуется специнЛистамы неоднозначно. Однако она является кли- 
нической реальностью. ее риск прямо пропоринонален длительности лечения гранквилизаторами. В современной 
лютсратуре встречаются указания иа то, что возникновение зависимости. зарсгистрированное лишь при зянтельном 
приеме этих препаратов. больше свойственно пациентам с определенными психофизиологическнми чертами. живуши- 
ми в плохих сониальных условиях. а также при особой клиничесой картине заболевания. 
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Производные бензодназепина часто вызывают привыкание и пристрастие. Наблюластся как 
психологическая, так и физическая зависимость. В современной мединине выявляются опре- 
делеиные противоречия: несмотря на жесткие рекоменлации (ВОЗ. современные руковолства 
по клинической исихнатрии и исихофармакотераипи психических расстройств), огмечастся ус- 
тойчивый рост применения бензодиазепиповых анксиолитиков, назначаемых все чаше в виле 
длительных курсов. 

Назначение производных бензодиазепина больным с признаками злоупотребления психо- 
активными вешествами и адкоголем или зависимостью от них в анамнезе часто приводит к се- 
рьезному сочетанному отравлению. Чаще всего смерть оч перслозировки исихотропных препа- 
ратов происходит при употреблении алкоголя совместно с лепрессантами. Такая комбинация 
убила Э. Пресли. так случастся є тысячами людей ежеголно, Сонместный ирисм исболыших 
доз депрессанта и алкоголя ириводяг к трагическим послелетиям опосрелованно. Например. 
совместпый прием лсирессаита в терапевтической лозе с небольшой пориией алкоголя за- 
метно снижаег скорость повсденческой рсакции. что можст стать причиной серьезного до- 
рожио-транспортного происшествия. При этом в кровни опрелеляют относительно исвысокие 
концентрации иренаратоп и алкоголя. что слелуст принимать во виимание при интерирсташии 
результатов ХТА. Длительное лечение бензодиазеинновыми анксиолитиками назначают строго 
по показаниям. 

Несмотря па установленную взаимосвязь между коицентрацией производных бензодиизе- 
пина в плазме и рядом нейрофизиологических показателей (количественные показатели ЭЭГ, 
степень седации, точиость реакций и мышечная релаксация). болышииство исследователей 
указывают па большие индивилуальные различия терапевгического действия произволных 
бензолиззепини. Значительный терапевтический индекс. разброс индивидуальных величии 
эфиректийной дозы, быстрое изменение состояния пзциена па фоие ириема ирсиарата оирс- 
пеляют пелесообразность индивидуального полбора терапевтической лозы бензолназепинов с 
учетом различиой токсичности лаже близких по свойствам препаратов этой груииы. 

Передозировка производными беизодиазепина приводит к атаксии (расстройство координа- 
ции движения}, амнезии, мышечной слабости и коме. В табл. 7-25 прелставхено сопоставление 
доз. эквивалентных по токсическому эффекту 10 мг диазепама. других произвониных бсизоли- 
азепина. 


Таблица 7-25. Сопоставление лоз. эквивалентных по токсичсскому эффекту приему Н) мг лназспама, 
других производных бенлодиазепини 


Пронзволные беизолиазениия ’ Аюоза производных беизолиазенииа, эквивалентная 
по токеическому эффекту 10 мг диазепама. мт — 

Оксазспам 40 
Хлорлназенокенл 20 
Нитразспам 5 
Флюразенам 30 
Лоразенам 2 
Бромазеиам 3 
Клобазим 20 
Клоназепам 2 

Флунитразспам 2) 
Клотиазепам 10 
Клоразенам 20 
Лормегазепам І 

Призепам 20 
Трназолам І 

Медазснам _ 20 


Для лечения передозировки произволными бензолиазейина принимают внутрь или вводят 
внутривсино специфический антагонисг — флумазенил (рис. 7-79). 
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Бикукулин ГАМК 
(антагонис!) {агонист) 


Участок связывания 


ГАМК Ионный 


Обратные 
агонисты 


Диазепам 


(агонист) Барбитураты 


Бензодиазепины 
Барбитураты 
(агонисты) 


Флумазенил 
(антагонист) 


Рис. 7-79. Конкугетпос спялывание флумазенила и бензолназепина с ГАМК, -репситором. 


Флумазенил применястся только ири отсутствии в организме наркотиков. алкоголя. ан- 
гилепрессаитов. а также судорожных состояний у пациента в анамнезе (флумазенил может 
вызывать судороги). 

На рис. 7-79 ноказапы схема ГАМК, -репсптора. 3 основных участка связывания и хло- 
рил-нонный канал. который открывастея в момент. когда 2 молекулы ГАМК связываются 
с соответствующим участком па рецепторе. Проконвульсант бикукуллин блокирует участок 
связывания ГАМК. Участки связывания беизолпазспипов и барбитуратов физически отделены 
лруг от друга и от ГАМ К-связываюшег» участка. Соединения (например, флумазенил). кон- 
курирующие с бепзолиазспинами (например. лиазспамом) за участок связывания. считаются 
антагопистами бензодиазенинов. 


Токсикокинетика и биотрансформация 


Производные бензолиазепииа хорошо всасываются после приема внутрь путем диффузии. 
При виутривениом ввелении этот процесс происходит значительно быстрее и сопровожлается 
шими клиническими эффектами. чем при приеме внутрь. В частности. почти сразу после 
поступления диазепама в венозиую кровь наблюдается выражениая седация. Эти эффекты 
нехарактериы лля сопоставимых доз препарата ири ириеме внутрь. 

Произволные бензодиазепина в средием иа 80—95% связываются с белками плазмы. по- 
этому скорость абсорбиии лостаточно высокая, имеют большое сролство к тканям. богатым 
липидами, накапливаются в них. Максимальный уровень в крови при введении терапенти- 
ческих лоз рег 05 лостигается в срелнем черсз 1—3 ч и сохраняется около 2 ч. затем медленно 
снижается. Скорость абсорбции и эдиминиронания произволных бепзодиазепина онрелелястся 
основными закопомерностями токсикокинетики (ем. гл. 4). Скорость. с которой препараты 
достигают структур головного мозга. зависит от степени их липофильности. Препараты этой 
группы легко проникают через плаценту. Так. концентрация диазсиама в крови пуповины 
превышает таковую в материнской крови. Уровень лиазенама и оксазепама в крови плода воз- 
расгаст меллсино из-за высокой степени связи бенздиацснинов с белками кропи беремеиной. 
но впоследствии их кописитрация в сыворотке крови плола значительно выше. Элиминация 
этих препаратов и их метаболитов происходит в несколько раз мелленнее. чем у взрослых. 
Дети в ранием посгнатальном перноде имеют повышенную чувствительность к препаратам. 
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угнетаюшим деятельность ЦНС. Иногла даже используется термин збензолиазениновые дети». 
Преизрагы легко проникают в трудное молоко. 

Накоиление производных бепзодиазепина нроисходит и перную очередь в парепхиматозных 
органах. Наибольшее их содержание в тканях печени и почек. 

Существуют значительные различия в продолжительности действия производных бензодиазе- 
пинов (табл. 7-26). которые учитываются как при назначении пациентам. так и при происдепии 
ХТА. Бензолиазепины длительного действия (лиазепам) рассматриваются как самые эффектив- 
ные для поддержания постояниой дозы препарата иа длительный период, когда пациент страдает 
повышенным беспокойством. Бензодиазепины короткого и среднего действия более подходят 
при лечении бессонницы. когла желательню исчезновение эффектов препарата к утру. 


Таблица 7-26. Тип действия. период подувсцения и название некоторых производных бензелиазенина 


| с Тии действия о рю подведения” 2 
„Длительное: 
флупитразепам 40—250 
диазенам 30—200, 21-37. 20-96. 20—70, 20—42. 
феназепам 26—133 
митразепаы 23—29. 21—28, 17—48. 
клоназенам 39, 10—40, 19--60. 
Среднее: 
алиразолам 6—20. 6-26. 
лоразенам 10—20. 8-25, 9— 16 
____ лопразолам н. 46 
оксазспам 5—15, 4—11, 6—10, 10—14 
Короткое: 
триазолам 1,5—5. 2—3. 1.8—3,9 
милазолам 2—5. 1—4 


* По разным источникам; при ввелении рег оѕ. 


Т2 зависит от ряла причин (см. га. 4), в том числе от принятой лозы. Беизодиазепины в 
зависимости от прололжительности действия пелятся на 3 группы: короткого лействня (Т, 
менсе 10 ч). срелней прололжительности действия (Т, „ 10—24 ч) и ллительного действия (Т, „ 
более 24 ч). Продолжитсльность лействия ряда бензодиазепинов зависит не только от Т, ис- 
хочного пренарата. но и от Т, активных метаболитов. Так, Т,. медазепама составляет 1—2 ч. 
Однако медизенам огносят к длительно действуюшим препаратам из-за образования зпачи- 
тельного количества активного метаболита норлазенама (см. ниже). 

Выводятся производные 1.4-бензодиазспина в основном почками в виле основных соелине- 
пий и их метаболитов. Наличие в органах активных метаболитов производных бензодиазепина 
снижает скорость элиминанции. 

Примеры рсакиий биотрансформации производиых бензодназспииа представлены на рис. 
7-80. в табл. 7-27. 

На рис. 7-81—7-82 прелставлены схемы биотрансформашии некоторых представителей этой 
группы депрессаитов. 

Медазепам метаболизируется при окислеини в положении 2 до диазепама. который затем 
подвергается биотрапсформаиии обычным путем. в первую очередь до порлиазелама и окса- 
зспама (см. рис. 7-81). Мелазепам также №-деметилирустся ло нормслазспама. Это соелине- 
ние может быть впоследствии окислено до нордиазепама. Основным активным метаболитом в 
крови являстся нордиазепам, который определяет эффективность медазепама. Т,, медазенама 
составляет 1—2 ч. но его относят к препарагам длительного лействия препаратам в связи с 
образованием значительного количества активного метаболита порлазепама. Около 55% ме- 
лазепама выделяется я мочу за 8 лпей, главным образом в качестве оксазепама глюкуронила. 
В моче обнаружено небольшое количество норлиазепама и темазепама. при этом мелазенам, 
пормелазепам и диазепам в измеримых количествах не найдены. 
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еактивныө 
метаболиты 


Диазепам 
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Нордазепам 
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Активные метаболиты 


Рис. 7-80. Рслкпии биотрансформации производных бензолиазепина. Дезлкилирование лиазепама приво- 
лит к получению активных метаболитов (по Ча тапп Н. ех аі. 2000). 


Таблица 7-27. Реакиии биотрансформании производных бензоаиазенина 


Вещество 


Диазепам 


Хлорлиазепок- 
сид 


Флюразеиам 


Трназолам 


Милазолим 


Нитгразспам 


Оксазепам 


Основной метаболит 
Дезмегиланазелам 
4- Гилроксилиазеиим 
Де зметилхлордмазспоксид 


Норлизепам 


№-1-Дезачкилфлюразеиам 


4-Гидрокситриазолам и 
|-гилрокиметил-4-гилроксит- 
риазолам 


1-Гилроксимилззолам 


2-Ачино-5-нипююензофенойн 


(АНБ) 
7-Аминонитразенам 


Глюкуронил окойзспама 


Тип реакиян: 
№-леметилирование 


Гилроксипирование 


№-леметилированис 
Окисление 


Дезэгилирование 


Гилроксилирование 


Гилроксилирование 


Гидролиз 


Восстановление ни ғро- 
группы у С7 


Конъюгирование 


ны 


Фармакологически 
активные метаболиты 


Фармакологически 


активные метабодиты 
Фармакологически 
активный метаболит 


Фармакологически 
активные метаболиты 


Фармакологически 
активный метаболит 


Разрыв азепинового 


кольиа в положении 1. 


2и4. 5 


Фармакологичсски 
активный мстаболит 


С глюкуроповой кис- 
лотой по ОН-груиие; 
фармакологически 
иеактивный метаболит: 
образование глицина 
как пзорого пролукта 
реакиии 
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Окончание табл. 7-27 


Алпразолам а-Гияроксиалиразолам, 4-гил- ; Гияроксилирование Фармакологически 
роксиалиразолам. с.4-лигид- акивный метаболит 
роксналпразолам 
3-гилроксн-5-метилтрназо- Гидролиз Расшепление азомсти- 
лилхлорабензофеной (ГМТ- новой связи и орразо- 
БФ) вание аналога хлорбеи- 

зофенона 

Лоразснам Глюкуронид зоразепама Коныюгирование С тлюкуроновой кис- 


лотой по ОН-груиие: 
‹фармакологически 
неактниный мегаболнт 
Триазолам 1-Гилроксиметил-триззолам Гилрокенлировзние Фармакологически 
(© пирокситриазолам) активный метаболит 


При постоянном применении 10—50 мг препарата ежедневно концентрация метаболитов 
медазепама в плазме крови состанляет 0,21—1.68 мг/л в среднем 0,71 мг/л. 

При приеме внутрь биодоступность триазолама составляет 44%. После применения препарат 
быстро всасывается и интенсивно метаболизируется (реакиии гилроксилирования и копъога- 
ции). Основной метаболит триазолама — 1-ғизроксиметилтриазолам (о-гилрокситриазолам) 
обусловливает 50— 100% фармакологической активности исхолного соелинения. Другими мс- 
габолитами являются 4-гидрокситриазолам и |-гилроксиметил-4-гилрокситрназолам (см. рис. 
7-84). В моче обнаружены слсдовые количества триазолама в неизмененном виле, а большинс- 
во гилроксилироваиных мстаболитов присутствуют как глюкуроииды. Около 80% дозы выво- 
лится с мочой н течение 4% ч и приблизительно 7% — с фекалиями за 72 ч. 

У ряла пациентов. принимающих триазолам (хальиион). выявляются побочные эффекты: 
возбужасние. лезориситация. сомпамбулизм. разлражительность. паника. Передозировка мо- 
жет произойти при завышении максимальной рекомендуемой лозы в 4 раза. Проявлениями пс- 
редозиронки являются сонливость, спутанность сознания, нарушение коордиизини. иевнятная 
речь и кома, сердечно-легочный коллапс и смерть. Принсдем примеры. 
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Рис. 7-81. Биогранеформания медазенама. Пояснение в тексте. 
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Известен случай, когча один человск утонул в ванной после присма 11 таблеток триазо- 
лама. После смерти коцентраиия триазолама в крови и печени у него составила 6.7 мкг/л 
и 38 мкг/л соответственно. У 12 паниеснтов. в крови которых также присутствовал и этило- 
вый спирт. посмертиая кониентрапия ирепарата в срелием равнялась 62 мкг/л (днапазои 10 
220 мкг/л). Обобщенные результаты определения концентрации триазолама при леталыюм 
исходе привелены в табл. 7-28. 


Таблиши 7-28. Колиситрания триазолама в крови и органах при детальном исходе 


_ Коицентрания е Кровь из 1 Кровь из | Мозг. | Печень.  Почка. Моча. 
серяша. бедра, | мкг/кг | мкг/ке МГ/КГ мкг/л 

: | ма мм | | 

Средняя | 119 77 | Ыг | 394 197 270 

Диапазон (54—153) (62—91) (100.216) (92—583) (71—293) (24-741) 


Триазолам (хальниой) — быстролействуюший бензолиазепин. когорый появился на амери- 
капском рынке благодаря компании Џрјоћи в 1983 г.. в основном как снотворное. К началу 
80-х голов он обеспечивал сон миллионам американцев и стал самым популярным в мире 
спотворным. Олиако стали появляться сообтиения о пациентах, которые ностралали от разви- 
тия депрессии и паранойи. возникших из-за приема прсиарата. Первый раз внимание мировой 
обществеиности в этой связи привлекло дело женщины из Лос-Аиджелеса. которая. убив свою 
мать. не получила наказания. предусмотренное за убийство, так как находилась под длитель- 
ным воздействием больших поз триазолама — осуждение с нес было снято. В изстоящее время 
препарат запремен в Великобритании и Нидерланлах. 

Является ли хальшон действительно вредным пля злоровья? Психические побочные эф- 
‹фекты. приписываемые этому препарату. в действительности очень редко присущи другим 
бензодиазепииам. и то при хроническом употреблении больших доз. Хроническое применс- 
ние беизодназенииов — достаточно сомнительная медицинская практика. когда используются 
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Рис. 7-82. Биогрансформания гриазолама. Пояснение в тексте. 
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Рис. 7-83. Биогрансформанция лопразолама. Пояснение в тексте, 


большие лозы. Так или иначе нельзя не помнить о том, что препарат используется миллионами 
людей по всему миру без каких-либо последствий. Хотя все бензолиазснины, включая халыш- 
он, более безопасны, чем их прелисствсиники, злоупотребление ими может привести к таким 
же нежелательным эффектам, как и от приема пругих лепрессантов. 

Олнократная лоза лопразолама выводится с мочой (39%) и фскалиями (53%) в течение 
2 нед. Препарат подвергается активной биотрансформации (см. рис. 7-83). С мочой выводит- 
ся менее 1% лопразолама в неизмененном виде, 17% — в виде лопразолам-М-оксида, 4% — в 
виле аиетамилолопразолама. 3% — в виде гилроксилопразолама и 25% — в виде неизвестных 
полярных метаболитов. Считается, что лопразолам-М-оксид обладает фармакологической ак- 
ТИВНОСТЬЮ. 

Часть производных бензодиазепинов может перераспрелеляться в тканях после смерти, при 
этом соотношение концентраций в крови из сердца/бедра составляет 1,5—4 раза в зависимости 
от природы сослинения, например алпразолам — в пределах 1,0—2.8; милазолам — в пределах 
3.0—5,0: триазолам — в среднем в 2,8 раза. Лоразепам. вероятно, не перераспределяется в орга- 
низме после смерти, соотношение коицентраций в крови из серлца/бедра составляет в среднем 
1,0 (в пределах 0,8—1,1). 

Основные метаболиты производных 1.4-бензодиазепина, как правило, фармакологически 
активны. Разрыв при гидролизе азепинового кольиа беизодиазепинов, а также образование 
глюкуронидов приводят к снижению и потере активности. 

Продукты метаболизма. как и исходные соединения, обнаруживаются во многих тканях ор- 
ганизма. Выволдятся производные бензодиазепина в основном почками в виде основных сосди- 
нений и метаболитов. Наличие в органах активных метаболитов производных бензодиазепина 
снижаег скорость элиминации. 

В табл. 7-29 приведены фармакокипетические параметры ряда производных бензодиазе- 
пина. 
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Таблица 7-29. Фармакокинетические параметры производных бензодиазепина (по Капдай С. Ваѕен, 2004) 


Препарат Время достиже- Уй, л/кг Связывание с | Т, 9 | рК, 
ния С. в Крови. белками 
ч | | 

Алпразолам 1—2 0.9—1.3 | 0.65—0.75 6—26 2.4 

Хлораназепоксил 0.5—4 0.3—0.5 | 0.94 6—27 4.8 
Клоназепам 1—3,5 1.5-—4.4 0,8 19—60 1,5, 10.5 

Дназенам 0.5—1.5 0.7—2.6 0.96 21—37 3,4 
Флюразепам 3—5 3.4--5,5 0.97 1—3* 1.9, 8,2 
Лоразепам 2—5 0,9—1,3 0.8 9—16 1,3. 11,5 

Милазолам 0,2—0,8 1—4 0.96 1--4 6.2 
Нигразенам 0.5—4 2—5 0.87 17—48 3.2. 10.8 
Оксазепам 1--4 0.7—1.6 0.87--0.94 4—11 1.7. 11.6 

Празспам 6 12—14 0.8—0.97 1,3 2.7 

Тсмазспам 2—3 [ 0:51 0,97 3—13 1.3 
Триазолам 0.75—3 1.1—2.7 0.78 1.8—3.9 1.2.0153; 
2,2, 6.5 


* 47—100 ч для М-1-дезалкилфяюразснама. 


В связи с необходимостью инливидуального подбора лозы производных бензодназепина 
токсикокинетические показатели беизодиазепиновых транквилизаторов имеют ограниченное 
значение, олнако в некоторых ситуациях они могут оказаться необходимыми. Например, ссли 
в противоположность клиническому прогнозу терапевтического эффекта вообше не наблю- 
лается, следует определить концентрацию бензолназсиина в крови. При этом могут обнару- 
живаться как серьезные нарушения в режиме приема препарата. так и выраженные аномалии 
процессов метаболизма (см. гл. 4). 


Способы пробоподготовки и методы определения 


Бензодиазенины, используемые в лечебных пелях, относятся к наиболес часто прописыва- 
емым лекарственным препаратам, и практически все они встречаются на незаконном рынке 
вследствие утечки из легальных источников. Данных об их подпольном изготовлении не име- 
ется. 33 производных бензолиазспина, недавно поставленных под междунаролный контроль. 
появляются на незаконном рынке преимущественно в виде таблеток и капсул. Лоразепам в 
искоторых странах встречается во флаконах и в вилс заряжениого шприца с иглой для инъек- 
ций. а также в виле таблеток. Клоназепам продается в виле таблеток и сухого порошка, раство- 
ряемого в соответствующем сосуле для инъскиий. В Всликобритании темазспам встречается в 
капсулах из мягкого желатина и в виде раствора в полиэтиленгликоле для инъекций. 

Хлорлиазепоксид продается в виде свободного основания и гидрохлорида в капсулах и таб- 
летках. а в искоторых случаях в ампулах с сухим препаратом. Гидрохлорилы мелазспама и 
флюразспама представляют собой законно изготовляемые лекарственные формы. Наиболее 
распространенной формой является дикалиевая соль клоразепата, хотя встречается монокали- 
евый клоразепат. 

Диазепам — широко распространенный бензодиазепин — можно обнаружить в виде капсул. 
таблеток. водных или полиэтиленг!николсвых растворов для инъекций. сиропов и суппозитори- 
ев. В нскоторых странах лиазепам в виле сыпучего порошка используется в фураже для скота 
с пелью обезлвиживания животных при перевозкс, и имеется возможность утечки этой формы 
наркотического срелства в пезакопный оборот. 

Кроме того, изрелка на незаконном рынке появляются комбинированные продукты, такие. 
как хлорлиазепоксил-амитриптилин и хлордиазепоюксил-клилиния бромил. 

Выбор биообъектов для исследования и прелварительную пробополготовку образиов прово- 
лят согласно цели исследования, обстоятельств дела и методологии ХТА (см. гл. 5). 

Опрелеление производных 1.4-бензолиазепина в биологических объектах желательно про- 
водить незамедлительно после их изъятия. Объекты должны быть направлены на исслелование 
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в замороженном состояпин. Использование этанола в качестве консерванта пе рекомсииуелся 
В тайл. 7-30 привелены способы экстракции. используемые для выделения производных бен- 
золиазепинов из различных объектов. 


Таблица 7-30. Способы эксгракиини, используемые для выделения производных бензодиззенинов 


Объекты 
исслеловання 
Лекарствеиные 
препараты 


Кровь 


Моча 


Печень 


Почки 


Фрагменты желу- 
дочно-кишечного 
| тракта 


Определяемые 
вешества 


Опредсляемос 
соелиценне 


Нагивное соединс- 
ние у живых лин и 
трупа 


Нативное соели- 


ненне и основные 
мстаболиты у жи- 
пых лип и труна 


Нативнос соеди- 
нение 11 основные 
метаболити у труна 


Папниюе сосли- 
нение и основные 
метаболиты х трупа 
Нативное сосли- 
нение и основные 
метаболигы у труна 


Способы 
пробоподготовки 
Как правило. метаполь- 
ные растворы коннент- 

рацией 1—20) мг/мл 
ТФЭ*. боратный буфер 
РН 9.0. элюеит—мета- 
нољ 


Ферментативный гил- 
ролиз. ТФЭ“, росфит- 
ный буфер. 

ИТ 6.0. элюент—отила- 
цетат 

ТФ)". боратный бу- 
фер. рН 9.3. элюент— 
дихлорметии—изонро- 
паноя--аммилк 
ЖЖЭ""*. буфер. 

рН 9.0, экстравент—н- 
бутилхлорил 


Возможны привелен- 
ные выше способы 


Возможиы принеден- 
ные выше снособы 


Возможны привелен- 
ныс выше способы 


Выход 
бензолиазепинов 


75—94% лля лназспама, бксазе- 
нама. порлиазспама. мидазолами 
флупитразенама. тетразепама, 
триззолама и ар. 

85—94 для оксазснама. аназе- 
пама. норлиазенама. лорезепама. 
нитризсиама. клоназепама, с-гид- 
роксиалпразолама, и-гилроксит- 
риазолама 

35—50 ллн аксазспама, лоразс- 
пама. клопазенама. триазолама. 
75—90% пля большинства других 


50—9%9 для оксазспама. темазе- 
нама. лоразснама, клоназсиама. 
триазолама. иптразспама, фау- 
нитразенами, нх 7-амииометибо- 
литов и др. 

50—109 при ЖЖЭ в зависимос- 
ти от экстрагсита, 85—959 при 
ТФЭ 

50— Ию% при ЖЖЭ в зависимо 
ти от экстрагеита, 

9 выхола 55—95% при ТФЭ 
50— Н(кряурачепам при ЖЖЭ 

в зависимости от экетраген га. 
#5-—95% при ТФЭ 


* Типы сорбситов лли колонок. элюситы. методики выполнения ТФЭ приведены в пл. 5. 
е Экстрагеигы, условия проведения и особенности ЖЖЭ привелены в гл. 5. 


Скрининговые методы определения производных бензодиазепина 


Иммунохимические тесты. Различиые ИХМ (ралпоиммуноанализ. ПФИА. ИФА. имму- 
нохроматографические и др.. см. га. 6.2) используюлся при скрипинге биообразцов. Поло- 
жительные результаты позволяют сделать предположение о наличии в тестируемом объекте 
вещества из группы беиздиазсиинов. но без пнугригруииовой лифферспиировки. Данные. по- 
лученные ИХМ, обязательно подтверждают другими чувствительными и спепифичными ме- 
толами. интерпретируют. сопоставляя с клиническими и лабораторными данными. Наличие 
в моче аналита и/или его метаболитов свидетсльствуст только о предшествуюшем приеме вс- 
шества. при этом его концентрация (и/или метаболитов) не коррелирует с конпентрацией в 
периферической крови или тяжестью состояния. 

При лсстировании любого биообъекта. например мочи, важно следовать подробной инс- 
трукини фирмы-производителя. в которой даны строгие рекомендации по степени разбавле- 
ния реактивов и образца. соотношению их объемов, условиям хранепия реактивов и др. 

Наибольшее применение находят различные технологии [например. системы ТОх“ (Аббон) 
или АхЗУМ| метода ПФИА. несмотря па ограничения (см. гл. 6.2). Схема проведения иссле- 
дований обязательно включает испытания работоспособиости реактивов на заранее приготов- 
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ленных пробах с анализируемым вешеством. Обычно применяют калибрагоры. солержашне 
порлиазенам в моче в концентрациях 0. 200. 400. 800. 1200. 2400) нг/мл. Анализируют получен- 
ные путем разбавления контрольные образпы мочи с известными конпенграциями искомо- 
го всшества. Результаты исслелования контрольных образнов яолжны лежать в определенных 
ирслслах. соответствующих аналитическим характеристикам метюлика. Межлунаролной ассо- 
ниазцией судебных токсикологов (ПАҒТ) рскоменловано использовать пороговую коннент- 
рацию (сш-ойЙ). равную 20 нг/мл. По лапиым отечественных исследователей. си-ой можно 
нонизигь ло 100 пг/мл, по при условии согласованности получсиных данных с результатами 
полтвержлающего метода (например. ГХ-МС). Для анализа используют 100—159 мкл образца, 
возможны и меньшие объемы. Необходимо соблюлать общие правила провсления ИХМ. Так, 
сесли фоновая нитенсивность в образцах превышает лопустимое значение. то разводить и пов- 
торно анализировать их исльзя. слелует применить другую метолику. 

При исследоваини крови методом ПФИА на присутствие грмшы производных бсизодназс- 
пина необхолимо провелепие экстракции аназита органическими растворителями (например. 
н-бутилхлорилом). чго увеличивает чувствительность определения и исключаст эффект матри- 
пы. Чувствительность системы АХЅҮМ" при опрелслении производных бсизодназепина в моче 
составляет 40 нг/мл. 

Как известно. основной нелостаток ИХМ высокая перекрестная реактивиость веществ со 
сходиой химической структурой (ло 40%), по тем не менее в случаях злоупотреблений или 
острого отравления препаратами этой грушы ИФМА является лостаточию падежным и быс- 
трым методом, использусмым в химико-токсикологических лабораторнях при установлении 
ириналлежности аналита пе только к группе бензолиазсиинов. но и к различным полгруппам 
(например. триазоло- и имилазолонроизводные}. 

ТСХ-скрининг позволяет проводить предваричельную идентификапию большого числа ве- 
шеств в лостаточно корогкие сроки и сравнительные исслеловапия различных образцов (гл. 
6.3.1). Бензодиазепины образуют группу разнообразных химических веществ. однако исподьзо- 
вапис в сочетании 3 указанных ниже систем ТСХ обесисчиваст хорошее разделение. Сорбсит — 
активированный силикагель С на высушенных стеклянных пластинах. покрытие (толшина 
0.25 мм) содержит флюорссцеилиую побавку. которая флюоресцирует при длине волны 254 нм, 
Используют слелуюшие системы. Система А: хлороформ-ацстон (40:20); система В: хлоро- 
форм- метанол (90: 10). спсгема С: циклогексан—толуол—диэтиламин (75:15:10). Детекция при 
последовательном пыполисиии: УФ-излучепие при 254 им: 2 и. серной кислоты, нагревание ло 
80 °С, УФ-излучение при 366 нм; реагеит подкисленный йоличатинаг калия (пятна пурнурной 
окраски). Значения В, произволных бензолиазсиина в проявляюших системах А. В. С приве- 
дены в табл. 7-31. 


Таблниа 7-31. Хроматографическая полвижиость (К *100) ппоизволных бсизолназепини (руководство 
для нанионалыних лабораторий экспертизы паркотиков, ООН. 2000 г.) 


Проявляющая сис 


| ЖЕ у 2-8 

І Вешество - ад. в ў с 
Альирозолам 8 62 | 
Бромазенам 13 95 3 
Галазепам 76 ХА 21 
Галоксазолам 8 85 13 
Лелоразснам 46 69 7 
Днаюпам 70 87 30 
Камазенам 73 89 11 
Кетазоламё 66. 70 80 12. 30 
Клоблзам 68 БА 11 
Клоксазолам 48 81 13 
Клоназенам 47 60 0 
Клотиазепам 75 85 34 
Лопразолам 3 49 Э 
Лоразенам и 4$ | 
Лорметазепам 63 КІ 9 


Мелазепам 72 89 4 
Ниметазепам 45 ый | 
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Нптразепам 42 64 1 
Норлазспам?“ ц 63 5 
Оксазспам 29 48 1 
Оксазонам 69 63 4. 15.19 
Пиназепам 81 90 27 
Празспам 79 90 35 
Темазенам 63 82 10 
Тетразепам 74 88 32 
Триазолам 9 52 | 
Флудиазепам 67 84 29 
Флунитразепам 67 86 16 
Флюразепам 5 48 38 
Хлордиззепоксид 15 58 2 
Хлоразепиновая кислотне“ 44 65 4 
Эстазолам 11 50 1 
Этиллофиазепат 63 70 1 


* Кетазолам разлагается с образованием дназсиама. 
** Хлорзаспиновая кислота преврашается в иорлазенам. 
®** Несколько зон поглощения 


Систему ТОКСИ-ЛАБ (Тох-1а6, см. гл. 6.3.1) используют для систематического обнару- 
жения и илентификации произволных бензолиазепина. Детектирующие реактивы позволяют 
обнаружить 100 нг или мснее в пятне образца из большого разнообразия групп химических 
вешеств. Эта система может применяться к извлечениям мочи. извлечениям сыворотки/кро- 
ви, твердым дозированным формам (таблетки. пилюли) и порошкам. Преимущество системы 
заключается нс только в определении трупп вешеств (производные бензолиазепина. барбиту- 
раты), но и функциональных групи (первичных, вторичных и третичных аминов), особеннос- 
тей структуры (ароматичсская, диеновая структура) с помошью соответствующих рсактивов. а 
также УФ-абсорбиии. Недостатки систсмы Тох!-ГаБ изложены в главе 6.3.1. 

ТСХ весьма полезна для скрининга произволных бензодиазепина. их метаболитов и пролук- 
тов гидролиза. В табл. 7-32 представлены алгоритмы провсления ТСХ-скриниига производиых 
бензодиазепина. 


Таблица 7-32. Алгоритмы провеления ТСХ-скриниига произволных бензодиазенииа. 


Цель определения Схема опрелеления Детектирование Примечание 
Скрининг первич- Киелотный гидролиз Диазотирование по Рекомендовано лля мочи, 
ных аминобензофе- НСІ ло соответствующих | рсакиии Браттона— гак как кислотный гилро- 
нонов® аминобензофенонов Маршалла (рис. 7-84) лиз непригоден для крови 

Экегракция этанолом Предсл обиаружения и сыворотки. Нельзя ис- 
Разделение на пластинах | составляет 1—5 мкг пользовать для триазоловых 
с активным силикате- аминобензофенона в производных (алпразолама. 
лем“ пятис эстазолама, триазолама). так 
толуолом как при биотраисформапин 
они пе образуюг первичных 
аминобензофеионов. детек- 
тирусмых реакцией Брат- 
тона— Маршалла. Не имеет 
смысла использовиль для 
иитробензолиазепинов (см. 
ниже) 
Скринниг нитро- ЖАЖЭ пробы без гилро- | Диазотирование по Как исрвичные амины лают 
бензодиазепинов лиза и-бутилхлорилом. реакции Браттона— реакпию Браттона—Мар- 
(основных метабоди- Разделение на пластниах Маршалла шалла. поэтому гидролиз не 
тов — 7-амино- с активных силикагс- Прелел обнаружения проводят 
иитробензодиазепи- лем*® в системе раство- 1—5 мкг зминобензо- 
нов) ригелей этилацетат— фенона в пятне 


метанол —25% аммиак 
(85:10:5) 
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Скрининг нативных ЖЖЭ- или ТФЭ пробы В УФ-свете (флюорес- 


бензодиазепинов и Разделение на пласти-  ценция или поглоше- 
их метаболитов нах с активным сили- нне); 
кагелем***® в системах с реактивом Драген- 
растворителей хлоро- дорфа или йолплати- 


форм —ацстон (90:10) натом 
бензол—изопропанол— 
аммиак (85:15:1). 
® Стандарты — метанольные растворы аминобензофенонов. 
** Без флюорссцентного индикатора. 
*** С флюоресцентным индикатором или бел него. 


ғ: аб н.о’ В: с Р е 
М-(1-нафтил)-этилендиамин 
Аменобензофенон 
н Нг 
м=м ы 
мн. 
н 


Рис. 7-84. Реакция Браттона— Маршалла 


В табл. 7-33 приведены значения К, и окраска пятен аминобензофенонов при проведении 
ТСХ в системах, указапных в табл. 7-31. 


Таблица 7-33. Хроматографическая полвижность и ивет зон поглощения аминобензофенонов® 


Вешество | Образуюшийся бензофенон Цвет зоны К,*100 

Алпразолам Не образует бесизофенона 

Бромазспам а а Красно-фиолетовый 2 
Бротизолам Не образуст бснзофснона 

Кимай а аанак Ж атй 52 
Хлорлиазеиоксид 2-Амино-5-хлоробензофенон (АХБ) Фиолетовый 27 

Е -2-(Фсь -4-х; Е 
Ева ааз 2-(фсниламино)-4-хлоро ионстошт 


2- -5- -2`-хлоробензофе- 
Клоназспам Е, О ыы 2 Красно-фиолстовый 16 
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'2.5-Днамино-2`- хлоробензофенон 


7-Лмипоклоназспам (ДАХБ) Сине-фиолетовый 0 
Хлоразепам 2-Амино-5-хлоробензофенои (АХБ) Фиолетовый 27 
Клоксазолам 22 Аминораавихаораренюфеноя Фиолетовый 33 
Делоразелам аа Фос 33 
71 е „85. 
Дназспам лю 5-хлоробеизофснон РЕЦИ" 52 
Эстазолам Не образует бензофенона 
Изомеры 2-мстиламино-5-хлоро-2”- Н] Нет окрашива- [1] 55 
Флулиазепам флуоробензофенона (МХФБ |[!]}. ния 
ХФМБ [2р 12] Фиолетовый [2] 31 
Е 2-Метиламино-5-нитро-2`-флуоро- Е ЕВИЯ э 
Флюнитразепам бсизофенои (МНФБ) Желтоватый 29 
2- -5-Ха -2° Фу а= 
Флюразепам А 2’-флуоробензофе Фиолетовый Е] 
У, , 2-(2.2.2-Трифлуороэтил)-ами-но-5- к ъа 
Галазенам хлоробензофенон (ТХБ) Желтоватый 74 
29 ЕР 278 т 
Галоксазолам аса 2'-флуоробензофе Фиолетовый 32 
Кетазалам НОЕ Желтоватый 52 
Лопразолам Не образует бензофенона 
Лоразепам ир нее нави зварна аредЕН Фиолетовый 33 
Лорметазепам Зридрминог=«утиныроре нзофе- Желтоватый 57 
Мелазелам оон Желтоватый 52 
Мидазолам ИРС ООСУН" Фнолетовый 31 
Ниметазенам ео т зы Неее Желтоватый 29 
Нитразепам 2-Амино-5-ннтробензофенон (АНБ) Красно-фнолетовый 15 
7-Аминонитразепам 2.5-Диаминобензофенон (ДАБ) Фиолетовый 0 
Нордазепам 2-Амино-5-хлоробсизофенон (АХБ) Фиолетовый 27 
Оксазепам 2-Амино-5-хлоробеизофенои (АХБ) Фиолстовый 27 
Оксазолам 2-Амино-5-хлоробензофенон (АХБ) Фиолетовый 27 
2-(2-Пропиниламино)-5-хлоробензо- 
Пиназгпам фенон (ХПБ. ПХБ) Желтоватый 57 
2-(Циклопропилметил)-амино-5-хло- д 
рата робензофенон (ЦХБ. ПМХБ) вк о 
Темава ны Умавиавитый 52 
Тетразспам Нег данных 
Триазолам Не образует бензофенона 


* Условия хроматографирования см. табл. 7-29. 
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Тсследование по продуктам гидролиза 
1.4—бензодиазвпиков — вминобензофенонам 


П 
Исследование по неизмененному 
(нативному) соединению 
и метаболитам 


У у 
Изолирование Сорбция ' 
ари Деструкция 
Изолирование полярными 
растворителем 
Брег еа растворителями 
1.4-—бензодиазепи- 
нов до 2-амино- | 
бензофеноное Элюат у 
Экстракция а Концентрирование 
органический 
растворитель т с 
А Гидролиз у 
у д0 ксы 0 Экстракция в Сорбция на 
Гидроли беса органический полимерных 
орана 8 растворитель сорбентах 
фенонов 
ПК ЧАЕС #1 
М у 
ТСХ тсх 
М ў М у + у 
гх вэжх УФ гх вэжх УФ 


Рис. 7-85. Схема опрелеления пронзволных 1.4-бензолиазепина. 


Условно выделяют два пути определения производных 1,4-бензодиазепина: первый путь — 
по пролуктам гидролиза бензлиазепинов — 2-аминобензофенонам. второй путь — по солержа- 
нию в объектах исслелования нсизмененных (нативных) сослинений совмсстно с метаболита- 
ми (рис. 7-85). 

Способ определения производных 1,4-бензодназепина по продуктам гидролиза — 2-ами- 
нобензофенонам позволяет суммарно определить нативные соединения и рял метаболитов. 
Результатам придается отрицательное судебно-химическое значение. При положительном ре- 
зультате продолжают исследование по нативному соединению и метаболитам. что позволяет в 
ряде случаев с большей уверенностью сузить круг предполагаемых токсикантов. 

К наиболее широко применясмым для определения производных |.4-бензодиазспина мето- 
лам анализа, помимо ТСХ и ИХМ, относятся УФ-ВИД-спектрофотомерия. ИК-Фурье-сиекг- 
рометрия. ГХ и ВЭЖХ. а также гибридные мстолы: ГХ-МС илн газовая хроматография — ИК- 
Фурье-спектромстрия. ВЭЖХ-МС (см. гл. 6). 

Газовая хроматография и хроматомасс-спектрометрия. Газовую хроматографию можно ре- 
комендовать в качестве метода, пригодного для анализа большинства бензодиазенинов. од- 
нако некоторые из них, в частности 3-гидроксизамешенные бензодиазепины, претерисваюг 
термическую деструкцию и перегруппировку. Хлорлиазепоксил. клоксазолам, лорметазепам, 
галоксазолам, оксазолам, эгиллофлазепат и темазспам дают множественные пики. Кетазолам 
дает елиничный пик. соответствующий диазенаму. В табл. 7-34 приведены рабочие условия 
определения производных бензодиазепина методом газовой хроматографии. 
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Таблниа 7-34. Определение производных бензолназспина мстодом газовой хроматографии 


Насалочные ко- 


е 


Стационарпые 


фазы 


Капиллярные 
колонки 


Детекторы 


Пробоподготовка 


Газ-иоситель 


Рабочие условия 


Стеклянные. длиной 1.8—2 м, с 
впутренпим диаметром 2—4 мм 


Любые умерсино иеполярные 
фазы: ОУ-1, ОУ-30. 0% ОУ—1 
на хромосорбе С-НР, 3% $Е— 30, 
хромасорб №-НР и др. 

Диапазон температур: колонка 
230—280 °С. 

инжектор 230— 280 °С, 

детектор 280—300 °С 
Неполярные: НР-1 (100% диме- 
тилполисилоксан). 

НР-5, НР-5 тѕ, ВР-1. ОВ-І и лр. 
Толщина пленки 0,25 мкм. длина 
25 м, 

виутрениий диаметр 0.25 мм 
Дизпазон температур: колонки 
250—280 °С, инжектора — 250— 
280 °С. детектора — 280—300 °С 
ЭЗд 

АФД 

Масс-слектрометры 

Ионные ловушки 

ПИД 


Аргон—метан (95:5) при 50— 
30 мл/мин, азог 


Примечание 
Отраниченная чувствительность 
Используют только для определения высо- 
ких коицентрапий в пробах гилролизоваи- 
ной мочи 
Коидипионирование колоики за 15 ч до 
анализа при температуре на 30 “С выше 
той, при которой выполнястся анализ, но 
в пределах верхиего допустимого предела 
температуры колонки. рекомендованного 
производителем 


Проба мочи после гидролиза 

Используют: 

для лсриватизированных и непериватизиро- 
ванных экстрактов 

При определении низких кониевтраций 
аналита 

В мстоде ГХ-МС коэффициснг разделения 
20:1 

Программирование температуры 


ПИД нелостаточно чувствителен для оп- 
ределения производных бензолиазепина в 
биосрелах 

Масс-дстекторы в комбинации с капилляр- 
ной газовой хроматографией 


Пробы мочи должны быть гилролизованы 
перед экстракцией 

Дериватизация полярных соединений 

(см. гл. 5) 


В табл. 7-35 приведены коэффициенты (индексы) удерживания производных бензодиазепи- 
на на капиллярной и насалочной колонках при использовании ПИД. 


Таблина 7-35. Коэффиниенты (индексы) улерживания производных бензодиазенина (руковолство для 
национальных лабораторий экспертизы наркотиков, ООН. 2000) 


Алпрозолам 
Бромазепам 
Галазепам 
Галоксазолам* 
Делоразенам 
Диазепам 
Камазепам 
Кстазолам“* 
Клобазам 
Клоксазолам® 
Клоназепам 
Клотиазепам 
Лопразолам* 
Лоразспам 
Лорметазепам* 
Мелазепам 
Нимстазепам 
Нитразепам 


Вешество 


Фаза 5Е-30/ ОУ—1 


Фаза ВР-1 колонка 


колонка насалочная капиллярная 
3050 2936 
2633 2626 
2335 2314 
2620 2634 (2518, 2272) 
2650 2537 
2425 2477 
2954 2954 
2425 2475 
2694 2582 
2405 2344 (2604) 
2885 2833 
2420 2485 

Не элюируется Не элюируется 

2402 2448 
2674 2703 (2946) 
2226 2237 
2730 2693 
2750 2755 
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Норлазспам 2456 2522 
Оксазепам 2336 2374 
Оксазолам 2590 2514 (2534. 2212) 
Пиназепам 2580 2551 
Празенам 2641 2676 
Темазепам 2633 2613 (282%) 
Тстразепам 2460 2463 
Триазолам 3130 3025 
Флудиазснам 2460 2403 
Флунитразепам 2645 2633 
Флюразепам 2785 2795 
Хлордиазеноксил® 2799 (2453, 2530) 2815 (2531. 2646) 
Хлоразепиновая кислота“ 2457 2521 (2783) 
Эстазолам 2955 2893 

Этил лофлазепат 2195 2925 (2878) 


Применение. Звездочка — термически нестабильные соединения. В скобках — значения лля в1оро- 
степенных пиков. 


Важиейший измерясмый иараметр в газовой хроматографии — инлексы удерживания ве- 
ществ — время. в течение которого соединение удерживается в разделительной системе, зави- 
сит от многих факторов: состава стационарной фазы, состава газа-носителя, длины колонки, ее 
темисратуры. удерживаемого объема (см. гл. 6.3.2). Перед началом работы систему необходимо 
проверить путем хроматографирования нескольких эталонных станлартов с известными коэф- 
финиснтами удерживания. Метрологическое обеспечение метода обсуждается в главе 6. 

Система ГХ-МС наряду с ВЭЖХ-МС даст наиболее надежные результаты определения про- 
изволных бензодиазепина. продуктов их гидролиза и метаболитов для целей ХТА (см. гл. 6.3.5). 
В табл. 7-36 приведены масс-спектрометрические характеристики производных бензодиазепи- 
на, продуктов их гидролиза и дериватов. 


Таблица 7-36. Масс-спектромстрическис характеристики производных беизодиазсиина, продуктов их 


гидролиза и лериватов (по результатам зарубежных и отечественных исследований). 


Вешество 


Алпразолам 


Бромазспам 


АБП [2-амино—5-бромофенил)- 
(пиридин—2-ил)] 


Камазепам 


МАХБ |5-хлоро—2-метиламино- 
бензофенон| 


Хлордиазепоксид 


АХБ 
(2-амипо-5-хлоробензофенон) 


Клоназепам 


АНХБ (2-амино-2`-хлоро-5-нит- 
робензофенон) 


Клоназенам ТМ5 


Бнообъект 


Жслудочный сок. плазма. 
моча после и без кислотного 
гидролиза н послелуюшего 
ацстилировання 


Плазма. желулочное содержи- 
мос. моча, 

моча после гидролиза глюку- 
ронидов 

Моча послс кислотного гид- 
ролиза 

Желулочиое содержимое 


Гиярояизованиая моча 


Плазма, желулочное содержи- 
мое 

Моча после кислотного 1ид- 
райнза 

Плазма, желулочное содержи- 
мое. моча 


Моча после ферментативного 
или кислотного гидролиза 


Молекулярные ионы (Д)* относи- 


тельных интенсивностях 
308. 279. 273. 239, 204 


315, 236, 208, 179 


276. 247. 198. 168 


371. 299. 271, 255, 72 
245. 228, 193, 105, 77 


299. 282. 241, 124,77 
231. 230. 154. 105, 77 
315, 314, 286. 280, 234 
276. 241. 195. 139. 111 


387, 372. 352. 306. 73 
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Диазепам 


МАХБ [5-хлоро-2-метиламипо- 
бензофеноні 


Феназепам 


АБХБ (2-амино-2'-бромо-5- 
хлоробензофенон) 


Феназспам ТМ$ * 


Флунитразспам 


МАФНБ (2-метиламино-2°- 
фторо-5-нитробензофенон} 


Мелазепам 
Нитразепам 


Н итразепам ТМ 


АНБ (2-амино-5-иитробсеизофе- 


нон) 
Нордазепам 


АХБ (2-амнно-5-хлоробензофе- 
нон) 


Норлазспам ТМ5 
Оксазепам 


АХБ (2-амино-5-хлоробеизофе- 
‚ нои) 


Оксазсиам 2ТМУ 
Оксазспам ТМ5 
Темазспам 


Темазепам ТМ5 


Плазма, женулочное содсржи- 
мое, моча 

Моча после ферментативного 
или кислотного гидролиза 


Моча после ферменгативноо 
или кислотного гилролиза 


Моча после ферментативиого 
гидролиза 


Жслудочнос содержимос, 
плазма 


Моча после ферментагивиого 
иди кислотного гидролиза 


Желудочное содержимое. 
плазма, моча, моча после кис- 
лотного гилродиза 


Желудочное сопержимое. 
плазма. моча, моча после кис- 
лотного гидролиза 


Моча после гидролиза/кислот- 
ного гидролиза 


Плазма, желудочное содержи- 
мое, моча 


Моча после гилролиза 


Плазма, желудочное содер- 
жимое, моча после гидролиза 
глюкуронидазой 


Моча после гилролизи 


Плазма. моча после гидролиза 
глюкуронилизой 


Окончание табл. 7-36 


284. 283. 256. 221, 77 
245, 228, 193. 105. 77 
354. 348. 321, 313. 177 
ЗИ. 309. 276. 274. 195 


422. 420. 405, 385, 73 
313. 312. 285, 266. 238 


274. 257, 211 
270. 242. 207, 165 
281, 253. 234, 222, 206 
353. 352. 338. 306. 73 
242. 241, 195, 105, 77 
270. 269, 242. 241, 77 
231. 230, 154, 105, 77 
342. 341, 327, 269. 73 
268. 239. 233. 205. 77 
231, 230, 154, 105, 77 


430. 429. 340, 313. 73 
356, 341. 312. 239, 135 
300. 271. 256. 228. 77 


372. 343, 283, 257, 73 


Примечание: *— выделены характеристичсские ноны: ТМ$ — триметилсилированное произволное 


ВЭЖХ. Вслелствие разнообразия химических структур бензолиазепинов методики разделе- 
ния и опрелеления этих соединений метолом ВЭЖХ полбирают эмпирическим путем. Тем не 
менее приведенные ниже условия рекомендуются (руководство для национальных лабораторий 
экспертизы наркотиков, ООН, 2000 г.) для проведения при стандартных исследованиях качссг- 
венного и количественного определения вссх производных бензодиазсиина (в виде субстанций 
и лекарственных форм), находящихся под международным контролем (табл. 7-37). 

Для определения производных бензодназепина в биосредах используют обращсеинофазовыс 
колонки с сорбентами С8 или С18. Подвижная фаза — смеси фосфатного буфера и ацетонит- 
рила и/или метанола, применяемые в изократическом или гралиентном режиме. При этом 
важно сохранение постоянного значения рН подвижной фазы. Для детектирования чаше всего 
применяют УФ -детектор или диодную матрину (см. гл. 6.3.3). Болыпинство производных бен- 
золиазепина определяют при Л 230 нм. нитропроизводные — при А 240 нм. 
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Таблиия 7-37. Условия опрелеления произволных бензолиазепина методом ВЭЖХ 


Рабочне условия Р. ‹ 
Нормальная фаза Обрашеиная фаза 
Колонка 250 мм при внутреннем днаметре 5 мм 250 мм при внутреинем диаметре 5 мм 


Матернал насалки Диоксил кремния для ВЭЖХ. днаметр Окталепиллиоксил кремния для ВЭЖХ. 


частий 5 мкм (Сферисорб 55% или диаметр частиц 5 мкм (015-гиперсил 
эквивалентный) или эквивалентный) 

Полвижная фаза А: метапол (1000 мл). содсржаший С: смесь метанол — вода — фосфатный 
хлорную кислоту (100 мкл). буферный раствор (0.1 М) (55:25:20. в 
В: смесь метанол — вола — трифторук- оиюшении по объему), рН 7,25. 
сусная кислота 0: смесь метанол — вола — фосфатный 


(997 — 2 — 1 в отношении по объему) буферный раствор (0.1 М) {70:10:20. в 
отношении по объему) рН 7.67 


Скорость потока 2.0 мл/мин 1.5 мл/мин 

Детсктированис УФ при 240 нм УФ ири 240 нм 

Растноры пробы Экстракиия активных компонентов из Экстракция активных компонентов из 
лекарственных форм и субстанций лекарственных форм и субстанций 
Растворение в мстаполе (концентрания  Растворснис в 50% водном растворе 
аналита приблизительно | мг/мл) метанола (концентрация аналита при- 

близительно 1 мг/мл) 

Раствор стандарта Растворить в мстанолс количество Растворить в 50% водном растворе 
сланларга пэркотика. достаточное для | меганола количество станларта нар- 
получения раствора концентрации котика. достаточное для получения 
1 мг/мл раствора кониснтрапии 1 мг/мл 

Объем инжекнин 20 мкл с помощью петлевого инжек- 20 мкл с помошью петлевого инжск- 
тора тора 

Количествеиное По пиковым областям методом вне- По пиковым областям методом вне- 

определение шиего стандарта. шиего стандарта. 


Примечание. Фосфатный буферный раствор (0.1 М) готовят путем растворения дигилрата дигидро- 
фосфата натрия (14.35 г, 0.092 моль) и гидрофасфата натрия (1.14 г. 0.008 моль) в 1000 мл воды. 


Система ТФЭ-ВЭЖХ-ДМЦ (лиолно-матричный детектор) позволяет проводить экспресс-ис- 
слелования, идентифипировать глюкурониды метаболитов произвопных бензодиазепина в моче. 
При этом повышается належность результатов скрининга мочи, которая прелварительно под- 
вергастся ферментативному гидролизу и процессу деривагизации полярных метаболитов. Метод 
применим лля определения бензодиазеиинов в сыворотке крови. моче. гомогенатах тканей. 

В послелнсе время широкое распространение получил комбинированный метол ВЭЖХ-МС 
(см. гп. 6.3.5). 

ИК-спектрометрия и ИК-Фурье-спектрометрия. Метод обладаст лостаточно высокой чувс- 
твительностью (см. гл. 6.4.2.2) и позволяег иденгифинировагь индивидуальные вещества из 
группы бензодиазепинов. 

На рис. 7-86 и 7-87 представлены ИК-спектры бензодиазепинов. 


Особенности интерпретации результатов определения производных бензодиазепина 
в крови и моче (табл. 7-38) 


Таблица 7-38. Особенности интсрирстацин результатов определения производных бензодназепина в кро- 
ви и моче 


Бнообъекты Комментарии 

Моча Нет прямой зависимости найден-  Бензодиазепины короткого действия обнаружива- 
ной концентрации от ввеленной ются в течение 24—48 ч после приема. препараты 
дозы срелнсго и лчительного лействия — 7—10 дней. 
Мстаболиты в основном сояср- Нитро- и триазалопроизволные имсют спепи- 
жатся в виде глюкуронилов фические метаболигы. В большинстве случаев 


Низкий проненг экстракции ана- основной метаболит — оксазенам 
лита органическим растворителем 
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Рис. 7-86. ИК-спектр триазолама (таблетки с КВг). 
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Рис. 7-87. ИК-спектр клоназепама (таблетки с КВг). 
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Окончание табл. 7-38 


Кровь Инликаторы оценки уровня инток- Следует принимать во внимание наличие в крови 

(сыворотка сикации алкоголя. наркотиков. других лекарственных средс». 

или плазма) Низкие концентрации апалита Сасдует учитывать, что концентрации аналита будет 
в крови. поэтому лля скрининга выше ожидаемых (при приеме терапевтических 
чаше используют мочу 403) у лиц © хроническими заболеваниями и люлей 


пожилого возраста. При повышенной чувствитель- 
ности к препаратам иитоксикация может наступить 
при низких концентрациях анадита. Толерантность 
к бензолиазенинам обусловливает прием ирспаратов 
в значительно больших, чем терапевтические дозах, 
что поллвержишегся результатами ХТА 


7.3.9. Нейролептические средства 


Когда бы люли захотели. вместо того, чтобы спасать мир. 
спасать себя. вместо того. чтобы освобожлать человечество. 
себя освобождать. — как много бы они сделали для сизсс- 
ния мира и лля освобождения человечества. 

А.Н. Герцен 


Нейролептические средства (нейролептики) составляют олиу из главных групп современ- 
ных психотропных препаратов. Хлорпромазин является ролоначальником группы фенотнази- 
нов (1950 г.). Нейроленгики принадлежат к нескольким группам химических веществ (табл. 
7-39). Кроме того, существуют препараты смешанного типа. такие как сульпирил и клозапин. 


Таблнца.7-39. Нейролептики различных химических групи 


Группа веществ Химическая структура 
Фенотиазины Хлориромазин (аминазин) 


амипнопронилового ряла 5 
СТ ЕР сі 
м 
| „съ 


НС сн,—сн;—м 


Фенотилзины Тиоридазин (сонапакс) 
пиперидинового ряла & 
| `зсн; 
сн, 
сн, 


м — сн, 
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Продолжение таба. 7-39 


Фепотиазииы Трифтазин 


пиперазинового ряда $ 
[ [ СЕ. 
м 


н.с СН, — СН, — м— Сн, 
Тиоксантены Зуклопентиксол 
сн — Сн, —сн,—м м—— сн, СН, ——Он 
$ 
Бутирофеноны Галоперидол 
| с! 
Е С— СН, СН, СН, — 
он 
Дроперилол 
о 
| Ри 
— )- с—сн,—сн,— сн,— М м мн 
Дифенилбутилпиперидины Пимозил 
о 
: 2 
Е С--Сн;-Сн; Сн; — М м мн 
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Окончание табл. 7-39 


Атнпичные Клозапии 
м м— сн, 
Сі мс 
м 
н 
Сульпириа 
% ь 1 
с —— МН — Сн, 
| 
осн; с.н, 


Нейролептики группы фенотиазниа (рис. 7-88) попразлеляются на 3 класса в зависимости 
от вила заместителя в положении 10: аминопропильпого. пиперилинового или пиперазино- 
вого. но лля всех них характерно наличис в молекуле фрагмента -С-С-С-№- — структуры, 
опрелеляюшей нейролелтическос лействие. Основными представителями этой группы явля- 
ются аминазип. пропазии, левомспромазин. алимемазин. метеразин. этаперазин. френолон. 
трифтазин. фторфеназин. тиопроперазин. периниазин, тиоридазин. Соединения. имеющие в 
молекуле только 2 атома углерола в заместителе. не являются нейролептиками. но обладают 
ангигистаминным (прометазип) или антимускариновым (этопропазин) эффекгами. 

Физико-химические свойства. Основной характер производных фенотназина обусловлен на- 
личисм в структуре молскулы гетсроцикличсского атома азота (рКа 4) и третичного атома азота 
в алифатическом радикале (рКа 9,1—9.8). 

При взаимодействии с кислотами фенотиазнны образуют соли. легкорастворимые в воде, 
спирте. хлороформс, по практически нерастворимые в эфирс и бсизоле (рис. 7-89). 

Основания фенатиазинов — липофиль- 

5 пме вешества. перастворимые в воле, по 

9 растворимые в спирте, эфире. хлорофор- 
6 з ме. этилацетате. Абсорбция произволных 

фенотиазина в УФ-области спектра ха- 

рактеризуется наличием 2 максимумов 

при: А, 250—260 им (= 35 (00) и А, 300— 
7 2 315 нм (ғ 4500). 

м Сравнение УФ-спектров солей про- 
изводных фепотиазина со спектрами их 
оснований показывает. что они практи- 
чески илентичны. Слеловательно. их УФ- 
спектры отражают только электронную 
Рис. 7-88. Структурная формула иейролентиков группы СТРУКТУуру фенотиазиновой части молеку- 
фенотиазииа. лы (хлориромазин. прометазин). 
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Рис. 7-89. Схема рсакиии солеобразования фенатиазинов (аминазина). 
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Исключение прелставляют те производные, которые в положении 2 содержат радикалы со 
свободными п-электронами (тиорилазин, левомспромазин). 

Сульфоксилы фенотиазинов имсют в отличие от нативиых (основных) сосдинений. 4 мак- 
симума в УФ-области: при А, 230. 265. 285 и 400 нм. 

Производные пипсразина (трифтазин, фторфсназии) являются наиболсс активными психо- 
тропными препаратами данной группы. Они обладают небольшой антихолинергической актив- 
ностью, олиако при их применении высока вероятность проявления симптомов лекарственно- 
го паркинсонизма. 

Препараты тиоксантенового ряда, когорыс, как и препараты фепотиазинового ряда. имеют 
заместители в положениях 2 и 10. сходны с ними по фармакологическим эффектам, но она 
менее выражены. 

Тиоксантены имеют в своей структуре двойную связь и могут сушествовать в форме цис- м 
трансизомеров. Цис-изомеры примерно в 20 раз более активны транс-форм или рацематов (см 
гл. 2.2), а некоторые препараты этой группы эффективны только в том случае. если преиму 
щественно находятся в виде цис-изомера (например, зуклопептиксол). 

Бутирофеноны и дифенилбутилпиперилииы (галоперидол, трифлуперилол, меторин, лропери 
дол, флуспирияен. пимозид, пенфлюридол) сходны по химическому строению. Некоторые бути- 
рофеноны рассматриваются как замешенные ниперилины. а азоперон и флуапизон — как прокз- 
водные пиперазина. Галоперилол облаласт наименее выраженной селативной и антимускариновой 
активностью, однако экстрапирамилные симптомы при его применении проявляются чаше 

Сульнирил и клозапип выделили в отдельную групиу атипичных нейролептиков, так каа 
при их применении симптомы лекарственного паркинсонизма проявляются крайнс редко 

Фирмакология и токсикология нейролептиков. Антипсихотический эффект нейролептиков 
обусловлен блокированием центральных лофаминовых рецепторов. Некоторые нейролеитики 
блокируют также адренергические и серотониновые рецепторы. По современным прелставле 
пиям. развитие психозов связано с нарушением обмена искоторых медиаторов нервной сис 
темы и в первую очередь дофамина, норадреналина, серотонина (см. гл. 7.3.10). Большинстве 
сушествуюших антипсихотических лекарств либо блокируют рецепторы этих медиаторов, либх 
тормозяг их высвобождение и обратный захват (рис. 7-90). Нейролептики оказывают различ 
пое действие на центральную и вегелагивную нервную систему (блокируют рецепторы многих 
мелиаторов). Аитипсихотический эффект, обусловленный в осповпом торможением лофами 
новой передачи, пополняется успокаивающим, связанным с блокалой рецепторов норалрена- 
лина и серотонина. На этом фоне усиливается и увеличивается продолжительность действа 
принимаемых совместно с пейролептиками лекарств, угнетающих ЦНС, — препаратов дая 
наркоза. снотворных и др. Торможение дофаминовой передачи является причиной и основно- 
го побочного эффекта нейролептиков — паркиисонического синдрома, проявлякишегося сни 
жением обшей двигатсльной активности, замедленносгью движений, дрожанием, повышением 
мышечного тонуса. Паркинсонизм и болезнь Паркинсона возникают при снижении посрелня- 
ческой роли лофамина в головном мозге. Мпогие нежелательные свойства нейролептиков сва- 
заны с угнетающим влиянием на репспторы всгетативной исрвной системы. Это и расширение 
сосудов. и снижение артериального давления. и подавление секреции желез, и понижение 
темиератупы тела (см. электрониое приложение). 
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Рис. 7-90. Схема взаимодействия психотропных препаратов с рецепторами. 


Большинство препаратов этой группы необходимо принимать длительно, и тогла к вышс- 
упомянутым осложнениям могут присоединиться депрессия. поражения печени и крови, энлок- 
ринные нарушения (увеличение массы тела, снижение потенции, расстройства менструального 
зикла и т. д.), кожная сыпь и дерматит. повышенная чувствительность к солнечным лучам. 
Исслелования показали, что лофаминовые рецепторы неолноролны. Лишь некоторые из них 
участвуют в формировании психотической симптоматики и соответственно в антипсихотичес- 
ком действии нейролептиков. Воздействие же нейролептиков на другие группы лофаминовых 
оспепторов приволит к появлению экстраиирамилных нарушений и других побочных эффек- 
тов. а их роль в формировании собственно терапевтического ответа крайне незначительна. 

В развитии психопатологической симптоматики большое значение имеет и серотонинер- 
гическая система. Одновременное блокирование дофаминовых и серотониновых ренепторов 
зриволит не только к более быстрой и полной релукции позитивных психопатологических 
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расстройств. по и к уменьшению признаков исгативных изменений. Нейролептики второго по- 
коления (атипичные нейролептики), например клозапин (лепонекс) при клинически полном 
нейролептическом спектре активности оказывают по сравнению с классическими нейролеп- 
тиками избирательное нейрохимическое действие. Они селективно блокируют только дофа- 
миновые О.- и 0,- рецепторы определенных областей мозга (в частности, мезолимбической) 
и имеют некоторое сролство к серотониновым рецепторам, чем объясняются особенности их 
клинического действия. в частности малая выраженность побочных экстрапирамидных эффек- 
тов. Новейшие нейролептики (рисперилон, олаизапин) обладаюг практически равиым сродс- 
твом к лофамииовым и серотониновым репепторзм. По эффективности они сравнимы или 
лаже превосхолят классические нейролептики при значительно более высокой переносимости. 
Велуший приипип применения нейролептических средств основывается на зависимости межлу 
особенностями психотроиного действия (избирательное или общее) и осповными характерис- 
тиками психопатологического синдрома. 

Одна из основных фармакологических особенностей нейролептиков — свособразное ус- 
покаивающее лействие. сопровождающесся уменьшением реакции на висшиие стимуляторы, 
ослаблением психомоторного возбуждения и аффективной напряженности, полавлением чувс- 
тва страха, ослаблением агрессивности. Они в осповном используются для лечения различного 
рола психических заболеваний, главным образом. шизофрении или паранойи, а также: мании, 
лелирия, ажитироваиной депрессии. тревожных состояний. Кроме того. они эффективны при 
сильных беспокойствах, а некоторые из них облалают антидепрессивным действием. В качестве 
противорвотных средств их используют для контроля тошноты и рвоты. возникающих. напри- 
мер. при химиотераиии рака, и могут назначаться в комбинации с наркотическими аналиети- 
ками, действие которых они потепинруют. Помимо действия на дофаминовые рецепторы, они 
вызывают антимускариновые, антигистаминные и антисеротониновые эффекты. Некоторые 
психотропные препараты этой группы блокируют о-рецепторы, что способствует развитию ор- 
тостатической гипотензии. Применение клозапина часто сопровожлается развитием у больных 
агранулоцитоза, поэтому при сго использовании необходим постояиный контроль показателей 
крови и при первых проявлениях лейкопении слелует прекратить прием препарата. Почти все 
препараты, применяемые как нейролептические средства. относятся к списку Б — сильнолейс- 
твующие вешества. При их терапевтическом применении у некоторых больных отмечаются 
побочные нежелательные эффекты, а в случае передозировки или умышленного принятия их в 
повышсином количестве возможны серьезные отравления и летальный исход. 


Токсикокинетика и биотрансформация 


Большинство нейролептиков характеризуется хорошим всасыванием в кровь из мест пос- 
тупления при разных путях введения (перорально, внутримышечно). Они проникают через 
гсматоэнцефаличсский барьер. однако накапливаются в мозге в значисльно меньшем коли- 
честве, чем во внутренних органах (печень. легкие). При пероральном приеме биодоступность 
хлорпромазина составляет приблизительно 30%. 

Нейролептики подвергаются биотрансформации в печени и выделяются в значительных 
количествах с мочой и частично с калом. 

При поступлении в кровь нейролептики связываются с белками плазмы крови преимушес- 
твенно с альбуминами. Кажущийся объем распределения У, для большинства нейролептиков 
составляет более 20 л/кг, однако имеются и некоторые исключения. Так, У, для сульпирида 
составляет всего 2л/кг. Т,. большинства нейролептиков равен 10—30 ч. Лекарственные препа- 
раты с наиболее сильно выраженными липофильными свойствами. такие как пимозид и пен- 
флюрилол, имеют Т, р 00—200 ч, вто время как сравнительно более гилрофильпый сульпирил 
практически полностью выводится с мочой в неизмененном виде с Т, , около 10 ч. 

Т, Фторфеназина после инъекции в виле энантата составляст 3.5 дия. а при ввелении в 
виле деканоата его Т, , лостигает 7—10 дней. Для сравнения, при пероральном или внутримы- 
шечном введении эгих препаратов в неэтерефицированном виде Т,, составляет 15—20 ч. 

Всасывакюлся фенотиазины как вешсства основного хараклера ирсимуществеино из кишеч- 
ника. Гидрофобный характер оснований фенотиазинов способствует взаимодействию их с бел- 
ками. У, приближастся к 100%, поэтому фенотиазины локализуются в тканях органов (мозг, 
печень. почки). Выводятся почками. в моче обнаруживается в основном в виде метаболитов. 
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Биотрансформация фенотиазинов протекает 3 путями: 

• 1-й путь — трансформация в радикалах В, и К,: М-О-5-деметилирование. которое приводит 

к увеличению полярности соединений; окисление № „-боковой цепи: 

• 2-й ПУТЬ — окисление гетероциклического атома серы в сульфоксид или сульфон. Сульфо- 
окисление — образование сульфоксилов со степенью окисления серы +4 и +6. 

• 3-й путь — ароматическое гилроксилирование в положении 3 и 6 с последуюшим конъюги- 
ровапием с глюкуроновой кислотой. 

В результате изучения биотрансформации хлорпромазина было установлено. что при объ- 
единении всех известных путей метаболизма образуется более 150 возможных метаболитов 
препарата (рис. 7-91). 

В плазме крови образустся хлорпромазина сульфоксил. В результате леметилирования обра- 
зуются моно- (норі)- и дидесметил (нор)- метаболиты хлорпромазина, при окислении — хлор- 
промазин-М-оксид. Происходит ароматическое гидроксилирование в положении 7 и в мень- 
шей степени в положении 3. Большая часть фенольных метаболитов присутствует в форме 
конъюгатов. которыс можно гидролизовать с помошью №Ю-глюкурониларил-сульфатазы. При- 
сутствис небольшого количества 3-гидроксипромазина свидетельствует о процессе дегалоге- 
нирования. Дезаминирование ласт 2-хлорфенотиазин-10-пропионовую кислоту, а при полной 
потере боковой цепи — 2-хлорфенотиазин. 

Другие фенотиазины имеют схолные пути биотрансформации, однако препараты с более 
сложными заместителями образуют и большее количество метаболитов. Например. 2-тиоме- 
тильная группа в тиоридазине окисляется в сульфоксил (мезорилазин) и сульфон (сульфорила- 
зин). которые также обладают нейролситической активностью (рис. 7-92). 

Галоперидол в организме подвергается биотрансформации примерно на 40% (рис 7-93), 

Галоперидол всасывается в основном в тонком кишечнике, в неионизированной форме, 
путем пассивной диффузии. Максимальная концентрация в плазме крови достигастся через 
2—6 ч. Биодоступность препарата составляет 60—70%. Около 90% галоперилола связывается 
с белками плазмы крови. 10% представляют собой свободную фракцию. Отношение концен- 
грации в эритроцитах к концентрации в плазме крови составляст 1:12. Кониситрация гало- 
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Рис. 7-91. Схема биотрансформации хлориромазина. 
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Рис. 7-93. Схема биотрансформации галоперилойа. 


4-Фторобензоилуксусная 


кислота 


перидола в тканях выше, чем в крови; отмечена тенденция препарата к кумуляции в тканях. 
Метаболизируется в печени. Окислительное дезалкилирование дает 1-(4-фторобензоил)-про- 
пионовую кислоту и ее конъюгат с глицином, а также 4-фторофенилуксусную кислоту. ее ко- 
нъюгат с глинином и 4-фторофенилацетуровую кислоту. которые являются фармакологически 
неактивными соединениями. Вероятно, галоперидол может быть конъюгирован с глюкуроно- 
вой кислотой и/или сульфат-ионами без предварительных метаболических изменений. При 
восстановлении галоперидола образуется вгоричный спирт, часто называемый восстановлен- 
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ным галоперилолом (КНАЦ). Это соединение облаласт фармакологической активностью (ока- 
до 25% активности исходного вешества) и может окисляться снова в галоперилол. Галоперидол 
экскретируется с мочой (40%) и калом (60). Т, после перорального применения составляет 
12—37 ч. Проникасг через гематоэннефалический барьср и планеинту. Другие бутирофепоны 
имеют сходные пути метаболизма. например бромиерилол. 

Биютраисформация психотропных препаратов с боковой пиперазиповой непью имеет еще 
более сложный характер. В пиперазиповой пени происходит раскрытие кольца с получением 
элиленлднаминовых производных и полной потерей кольисвых атомов углерода. При этом по- 
лучаются первичные аминосоелинения. идентичные с теми. которые образуются при повтор- 
ном леметилировании (лидеметилировании) диметиламино-замешенных исходных вешеств. 

При окисленни сульиирида в позожении 2 пирролилииового кольца образуется пирроли- 
динон. 

Пимозил может вступать в некоторые реакции окислительного №-лезаякилировация с об- 
разованием бензимилазолин-2-она. 1-(4-пиперидил)-бензимидазолин-2-она, 4-бис(4-фтор- 
фенил)бутировой кислоты. окисление когорой в положении 8 лает 2-бис(4-фторфенил)уксус- 
ную кислоту. 

Метаболитами клозапина являются фармакологически активный М№-дсзметилклозапин и 
№-оксид клозапина. 

В результаге биотрансформации могут образовываться стереоизомерные соединения. на- 
пример восстановление карбонильной группы пропиомазина и гаяоперидола приволит к об- 
разованию асиммстричсского атома углерола. Конфигурация воссгановлсиного галоперилола 
может оказывать влияние на сго фармакологическую активность. Энангиомеры обычно при- 
сутствуют в приблизительно равных количествах. выделение и количественное определение 
одного из пих могут привести к недооценке реального количества токсичиого вещества. 


Пробоподготока и методы определения 


Для выделения иейроҳептиков из биологических материалов используют ЖЖЭ. ТФЭ и 
ферментативный гидролиз. 

Жидко-жидкостная экстракция. Многие психотропные препараты легко экстрагируются из 
плазмы в относительно неполярные растворители шезочной среле. Наиболее часто лля этого ис- 
пользуются н-геллан. н-гексаи и н-пситан. обычно с лобавлением исболыного количества изоа- 
милового или изопропилового спирта для уменьшения алсорбционных потерь. Более полярные 
сослинения эксграгируют и болес полярными растворителями (хлороформ). При количсствен- 
ном опрелелспии метаболитов используют лиэтиловый эфир. лихлорметан и этилапетаг. 

Если пробу исследуют газохроматографичсски. в частности с ЭЗД, необходимо добавить 
кислоту в следовых количествах, а после установления необхолимого рН ировести иоследую- 
шую реэкстракцию в органический растворитель. В тех случаях. когда парамстры разделения 
позволяют. используют экстрагироваиис в пебольшой объем органической фазы, лля того что- 
бы впоследствии не было необходимости в ее упаривании. Пробы. анализируемые методом ГХ 
с АФД или мстолом ВЭЖХ. как правило. не подкисляют. 

Твердофазная экстракция. ТФЭ нсйролдептиков даст хорошие результаты ири послелуюшем 
определении мелодами ВЭЖХ и ГХ-МС. Например. ТФЭ хлориромазина и его 13 метаболитов 
была проведена на колонке С8 (100 мг. 1 мл). которую подготовили послеловательным промы- 
ванием избыточным объемом 0.2 М фосфорной кислоты, 0,25% натрия карбоната. мстапола и 
волы. Плазма (1 мл) была полкислена Н.РО, (3 М. 0,45 мл) и нанесена на колонку. которая за- 
тем была последовательно промыта водой, метанолом (0,5 мл) и Ма,СО, (25%). Определяемые 
всшества (аиалиты) элюировали метанолом. Для ТФЭ нейролептиков используют различные 
тины патронов (см. гл. 5). 

Ферментативный гидролиз. Гидролиз глюкуроповых и сульфатных конъюгагов с помошью 
В-глюкуронилазы/арилсульфатазы предпочтительны. чем кислотный гилролиз. потому что фе- 
нольные метаболиты легче окисляются в кислой среде. Например, лля опрелеления хлорпро- 
мазина и его метаболитов. а также тиорилазина в тканях. взятых после вскрытия трупа. ис- 
пользование протеолитических ферментов ласт хорошие результаты. 

Цветные реакции. Миогие нейролептики при окислении образуют характерные окрашенные 


сзла-менатиаа р пг сутстоть Рае кислот 
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Цветные реакция проводят лля обнаружения различных заместителей в основной структуре 
нейролеитика. Коэффицисит светопоглошения и ивег окрашепного соелинения в 50% растворе 
серной кислогы представлены в табл. 7-40. Как правило. электроноакиеиторные групиы изменяют 
окрашивание раствора ог зелено-синего {650—600 им) до красного (530 им) и орапжево-розового 
(500 нм). Метиловые эфиры. например 7-метоксяхлорпромазин, и фенолы образуют соединения, 
окраска которых идентична. Соединения с 2 электроноакиситорными группами более устойчивы 
к фогоокислению, чем соелииения без элсктронозкценторной или с электронодонорными группа- 
ми. Фенольные метаболиты менее стабильны по сравнению с исхолными соединениями. 


Таблииа 7-40. Окрашивание нейролеитиков в 50% растворе Н.50 
2 4 


Вещество Заместители Окрашивание А, вм 
в положении 2 

Промазин н 514 
2-Метилпромазин СН, ЕЭ 528 
Акпромазин СОСН, К 514 
Пропиомазин соси, Е 520 
Метиоримепразин ОСН, — 568 
Тиоридазин УСН, Бирюзовый 640 
Сульфорилазин ОСИ, Розаво-ораижевый 510 
Мезорилазин ЗО.СН, Розовый 525 
Хлорпромазин а Розовый 532 
7-ОН Хлориромазии СІ Бледио-лнловый 562 
3-ОН Хлорпромазин СІ Темно-синий 580 
6-ОН Хлориромазин СІ Красно-розовый 522 
8-ОН Хлориромазин СІ Синий 587 
9-ОН Хлорпромазин СІ Розовый 529 
3.7-Диғнярокси-хлор- СІ Цвет морской волны 620 
промазин 
Фторфеназии СЕЗ Розово-оранжевый 501 
Трифторпромазин СГЗ Ё 501 
7-ОН фторфеназин СЕЗ Розовый 559 


Для количественного опрслеления нейролептиков применяют ТСХ. ГЖХ. ВЭЖХ. ГХ-МС. 


Тонкослойная хроматография 


Обычно ТСХ использустся для качественного или промсжуточиого полуколичесівепного 
скрининга, но иногда ее применяют для количественного опрелеления, иапример хлорирома- 
зина и его 11 метаболитов. трифториеразина, реразина и др. 

Пример. Сосдинсния были определены количественно іп зпи с использованием денсиметри- 
ческого сканирования. Плазму крови (4 мл) с дабавленным внутренним стандартом трифлуофе- 
мазина экстрагировали гситаном. После реэкстракиии устанавливали рН раствора карбонатом 
натрия и вновь экстрагировали аналит иснтаном. Двухмерную хроматографию ироводили на 
пластинах НР для ТСХ размером 10х10 см. Первое проявление в среле толуол — ацетон (60:40) 
проводили для очистки от мешающих соединений. Флуфсиазни (К, 0,2) и внутренний стандарт 
(В, 0.5) разделяли в среле толуол —апетон аммиак (60:40:2). После рассмотрения пластинок в 
Уф -свете, определяли содержание веществ по их флюоресиениии. Чувствительность определс- 
ния флуфепазина составяяст 0.1 мкг/л. коэффициеиг вариации при обпаружении вешества в 
концентрации 0.5 мкг/л — 8%. 

Аналогичный сиособ применяют для определения хлорпромазииа и тиоридазина. Пластины 
ИР подвергают воздействию паров азотной кислоты и проволят количественное определение 
вещества в пятне. измеряя оптическую плотность при 365 нм (хлориромазин) и 375 нм (тиори- 
лазии). Чувствительносять метода составляет (10 мкг/л. 

Количественное определение тиотриксена проволят на пластине НР аля ТСХ после окисле- 
ция озоном. гранина опрелеления составляет 0.1 мкг/л. 
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Пластины. обработаиные флюореспирующим реагентом. используют для количественного 
опрелспсния азаперона. азаперола. пропиомазина н каразолола в тканях. Детектируют вешес- 
тва при 254 нм или 366 нм. Например. в печени пропиомазин опредслили в концентрации 
25 нг/г ткани. при этом использовали образец массой 20 г. 

Количество сульпирила и других бензамилов определяют путем измерения оптической плот- 
ности при 293 нм. 


Газовая хроматография 


Использование ПИЛ. Нейролситики являются липофильными сосдинениями. При низких 
лозах поступления (стандартная терапия) концентрации ирспаратов в плазме крови певысоки, 
Поэтому ПИД используют для опрелеления ограниченного числа препаратов в илазме. мета- 
болитов в мочс или при значитсльной перелозировкс. 

Например, ПИД применяют для определения хлориромазина и некоторых сго мстаболитов 
в моче (колонка — 5% 5Е-30). Деметилированиые мстаболиты выделяют в форме аистамидов. 
Хлорпромазина нитрат и хлорпромазина нитрат-сульфоксил селективно экстрагируют и иссле- 
дуют в УФ-свете (сульфоксилы восстанавливают до соответствующих сульфилов перед началом 
определения). Для определении в моче фепольных и пефенольных метаболитов хлорпромазина 
используют колонки ОМ-3 и О\-17. Дериватизанию ироволят триметилеилилимидазолом. 

Для количественого определения тиорилззина использовать газовую хроматографию не ре- 
комендустся. кроме тех случаев, когла деметилированиые метаболиты отделены илн деривати- 
зированы перед хроматографированием. 

Использование ЭЗД. “М№-ЭЭД и усовершсиствоваипые силиконовые стационарные фазы. 
например ОМ№— 17. позволяют проволить мониторинг концентраций нейролептиков в плазме 
крови даже при их применении в тсраневгичсских пелях. Так опрелеляют хлорпромазин и сго 
деметилированные и сульфоксидные метабодиты в плазме крови. Сосдинения экстрагируют из 
подшелаченной плазмы в гептан. проводят реэкстракцию в кислой среле и после установления 
пеобхолимого рН экстрагируюг в небольщой обьем толуола. Например. при определении хлор- 
промазина в плазме крови была установлена концентрация 210 нг/л. коэффициент вариации 
составил 6% (виутрениий стандарт ие использовали). Предел определения — 10 мкг/л. 

Совершенствование методик определения позволило снизить границу определения до 
1 мкг/л. Наличие 2-хлор-заместитсля в молскуле перфеназина даст возможность использование 
ГЖХ-ЭЗД лля количественного определения в крови и плазме. Перел опрелелением проволят 
периватизацию соединения уксусным ангидрилом. В образие объмом 5 мл предел обиаружения 
составил 0.2 мкг/л. 

Для определения ғалоперидола. сго восстанонлениого метаболита КНЛІ. и трифлуперидола 
используют ЭЗД с применением капиллярных колонок (0В—17, 15 м х 0.53 мм) или колонки 
с 3% О\-17. Виутреиний станларг — флюразенам. При определении в насалочных колонках 
соединения дериватизируют — ацетилируют трифторуксусиым апгидрилом. Чувствительность 
метода 10 мкг/л. стандартное отклонение 9.4%. 

Использование АФД. Применение газовой хроматографии с использованием селективного 
АФЛ. который отличается от прелылуших летекторов лучшим линейным диапазоном и ста- 
бильиостью, расширило круг анализируемых нейролептиков. Фторфеназин, 7-гидрокифторфе- 
назин и фторфсназина сульфоксил летектируют в моче с использованием АФД. Соединения 
хроматографируют в форме триметилсилильных эфиров. которые имеют иреимушество перед 
апетатными эфирами. поскольку апетилпроизволные фенольных и сульфоксилных сослинений 
ие могут быть успешно разделены. Чувствительность петектора — 2 мкг/л. 

При определении клозанина в | мл плазмы на капиллярной колонке ОВ-5 чувствительность 
метода составила 1—2 мкг/л. В качестве внутреннего стандарта использовали ацетилированный 
мапротилин. 


Масс-спектрометрическое определение 


Использование режима селективиого мониторинга ионов позволяст петсктировать низкие 
уровни метаболитов и проводить точное определение в присутствии других веществ. 

Например, ГХ-МС примсиили для определения хлорпромазина. нор-хлорпромазина и 7-гид- 
роксихлорпромазина в плазме и спиппомозговой жидкости. При работе *Н-мечеными матерна- 
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лами в качестве внутренних станлартов определили. что концентрация хлорпромазина в спинно- 
мозговой жидкости составляла 3% концентрации в плазме. Чувствительность метола — 1 мкг/л. 

Используя капилляриыс колонки. определяют галоперилол (0.2 нг) в образие плазмы объ- 
емом 2 мл. Для лостижения такого уровия чувствительности проволят лериватизацию трифто- 
руксуспой кислотой. а затем масс-спектрометрию в режиме химической ионизации с аммиа- 
ком в качестве газа-реагсита. 

Клозапин и сго демстилированный метаболит определяют в плазме крови с использованием 
капиллярных колонок. заполненных плавленым кварием. и масс-спсктрометрии в режиме се- 
лекливного мониторинги ионов. н- Пропильный гомолог используют как внутренний стандарт. 
Чувствительность — [и 5 мкг/л лля основиого препарата и метаболита соответственно. 


Жидкостная хроматография 


ВЭЖХ — самый распространенный способ определеиня нейролептиков в настоящее время. 
Разработано много методик лля широкого круга препаратов. Для хроматографирования чаще 
всего используют молифицированиый квари (см. гл. 6.3) и шслочные элюсигы. Работа иа кнар- 
цевых колонках обеспечивает хорошую форму пиков п их полное разделение при правильном 
выборе мобильной фазы. Аналиты связываются с линофильными основаниями (примесями), 
поэтому относительное улерживание может варьировать при изменении рН. Замена аистонит- 
рила метанолом улучшает форму пика и разрешение метола. Вначале элюируются липофиль- 
мыс примеси. а затем более полярные метаболиты. 

Разделение тиорилазииа и его метаболитов мстодом ВЭЖХ показано на рис. 7-94. 

Детектирование в методе ВЭЖХ. Фенотиазины имеют максимум поглошения в УФ-облас- 
ти при коэффициенте экстиниия около 30 (00 М! см" в области 245—260 нм. поэтому можио 
иронодить УФ-летсктнроваяяс. При онтимальном выборе режима хроматографирования нижняя 
граница определения составляет несколько нанограммов на | л. Так. галоперилол имсст А, при 
245 нм, є 13 000 Мем", а ВНАЬ —А, 200 нм с небольшим поглошением при 250 им. поэтому 
определяя оба соелинения, надо проводить летсктированис при болсс низких длинах воли или 
при оой более высокой ллине волны в случае определения одного галоперидола. 


| 
5 7. 
2а 4 да 
ба 9 
6 8 Ва 
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Рис. 7-94. ВЭЖХ разеление ен и некоторых сго метаболитов на кварпевой колонке (по Макі и дп.). 
1— тиорилазии-2-сульфон; 2, 2а — тиорилазин-2-сульфон-5-сульфюксих; 3 — мезорилазин; 4. 4а — 1ио- 
ридазни-5-сульфоксил; 5 — тиоридазин-2-сульфоксия; 6, ба — тиорилазии-2,5-лисульфоксия; 7 — деме- 
Інлгиоридазин: 8. 83 — деметилтиорилазин-5-сульфоксид; 9 — дезметидгиоридазин-2-сульфоксид. УФ- 
летсклтирование при 254 им. 
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Фенотиазины при окислении образуют флюореснируюшине сосдипения (см. ТСХ выше). и 
это особенио часто используется в отношении тиорилазина, который окисляется после про- 
хожления через колонку с КМпО,. Избыток перманганата улаляют реакцией с Н.О., пролукты 
второй реакции измсряют флюоримстрически. Собственная фаююресисиния некоторых со- 
елинений позволяет ироводить количественное оиреаслсние без дсриватизации и химической 
молификании, что характерно для сульпирила и пимозила. 

Многие препараты грунны нейролеитиков способны к элсктрохимическому летектирова- 
нию с серебряным электродом сравнения (см. гл. 6.5). Окисление гелероциклической серы в 
фенотиазинах и тиоксаптипах, возможно. играет ключевую рояь в их электроактивиости. Это 
объясняет тог факт. что М-деметилироваиные метаболиты и №-оксиды тиоридазина имеют 
аналогичные основному соелинению электрохимические парамстры. в го время как 5-суль- 
фоксилы имеют низкие показатели или вовсе их не имеют. Сульфоксилы могут быть определс- 
пы с использованием двухэлектролной системы. Опи восстанавливаются на первом электроде 
и летектирмотся вместе с остальными сослииениями на втором электроле. 


Радиоиммунный и радиорецепторный анализ 


Разработаны методики определения радпоиммуниым методом (см.гл.6.2.) соединений фено- 
гиазинов и их метаболитов. срели которых галопиридол, хлориромазин, фиорфеназии. перфе- 
назин. трифторперазин, прохлорисразин. тиорилазии, Предел опрелеления при использовании 
Емл плазмы составляет 20 нг/л. Для определения галоперилола в присутствии метаболитов была 
получена высокосисдифичиная аитисыворотка, но при се использовании наблюдали кросс-рсак- 
цию с другими бутирофенонами, гакими. как бромперилол. моперон. трифлуперилол и спипе- 
рилон. В настояшее время из крови морских свинок получена антисыворотка с использованием 
гаптсна, связанного в положении. занимаемом атомом фтора. которая ласт кросс-реакиию менес 
чем с 1% известных метаболитов. Разработан способ иммунного анализа для сульпирила. Метод 
ралиорецепторного опрелеления нейролентиков был разработан Сгеезе и Ѕпуасг. Чувствитель- 
ность мстола (в микрограммах на 1 л) зависела от приролы сосдинения: лля фторфеназина — 1.8. 
трифторперазина — 2.2. гаяоперилола — 2.5. хлорпромазииа — 8.6. тиорилазина — 30. 


Концентрация нейролептиков в плазме крови во время терапии и при передозировке 


Эффективность лечения хлорпромазином может быть достигнута ири концентрации препа- 
раза в илазме более 30 мкг/л. Токсические эффекты могут быть вызваны хлориромазином при 
концеитрации болсс 500 мкг/л. а лстальлой считастся кониситрания болсс 2000 мкг/л. 

Многис феполиазины эффективны при коицентрации значительно ниже. чем для хлор 
промазина. Так. фгорфеназин (лекапоиновый эфир) оказывет терапевтическое действие при 
конпнеитраиии сго в плазме крови от 0.2 мкг/л. В 2 смертельных случаях кониентрация фтор- 
феназина в печени составила 5 и 23 мг/кг соответствепно. Для перфеназина терапевтическая 
копиентрапия иссколько выше — 1.2—2.4 мкг/л. лля. трифторпиразина — 4.2 — 5,3 мкг/л 
через 6 ч после приема. Определение терапевтической кониситрании тиорилазина осложнено 
высокой концентрацией активных метаболитов: при стабильных условиях конпентрация мезо- 
рилазина сравнима с кониситранией основного соелинсния. Для обеспечения зераневтической 
эффективности прелположителыю требуется коицептрация более 100 мкг/л. В 8 смертель- 
ных случаях отравления концентрация тиоридазина в крови погибших варьировала от 300 до 
8500 мкг/л: аналогичная концентрация была отмечена для мсзорилазина. 

После приема терапевтической лозы коннентрация тиотиксена в плазме крови — 10— 
22.2 мкг/л. Пример. Максимальная коипентрипия 520 мкг/л была опрелелена у погибшего 
пациепта, который принял 800 мг препарата. При смертельном отравлении, обусловлениом 
присмом хлопротикесна. кониентрания в илазме крови основного препарата и сульфоксилного 
мстаболита была равна 100 и 600 мкг/л соответственно. 


Особенности исследования, которые могут влиять на результаты определения нейролептиков 


При проведении опрелеления исзначительных количеств нейролептиков могут наблюлаться 
алсорбиия вешества на стсиках стеклянной посулы. реверсия метаболитов. влияние раствори- 
телей и пластификаторов. 

Нейролситики. являющисся липофильными веществами. могут быть потерхиы в результате 
их алсорбиии на стекле или пластикс. Силилирование стсклянной посуды снижает алсорбиию. 
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но в то же время способствусг образованию эмульсий (с плазмой). что затрулияст определение, 
Однако эти потери не представляют болыной проблемы вследствие дезактивации стекла эндо- 
гснными вешествами из плазмы. Следует иметь в виду. что алсорбированные стеклом феноти- 
азины могут сохраняться на стекле после обычного мытья лабораторной посуды и загрязнять 
последующие образиы. лавая ложноположительные результаты. 

Реверсия метаболитов. Точность повторных определений хлориромазина в биообразцах 
хужс. чем в станлартиых растворах. Опрелеление фенотиазинов в храняшихся исхолных образ- 
нах даст болыиине концентрации вещества, чем изначальные исследования, что объясняется ре- 
версией метаболитов к нативным соединениям. Возможна реверсия сульфоксилов и М-оксилов 
(см. рис. 7-91: 7-92). Хлориромазин. хлорпромазина сульфоксила и хлорпромазина-№-оксила 
стабильны в плазме человека ло 7 дней при 40 °С и ло 9 нел при 18 °С. Восстановление М-ок- 
сила до хлорпромазина на 2-й неделе. объясняется сго псустойчивостью в шелочных растно- 
рах. Метаболиты могут быть исстабильны при хроматографировании или деривативатизации. 
М№-оксиды восстанавливаются до нативных соединений на ГЖХ-колонке. Прометазина суль- 
фоксид восстанавливается на ГХ-колонке. Фсиотиазниа сульфоксил можст восстанавливаться 
дериватизирующим агеитом. например трифторацетил-айгидрилом. 

Влияние растворителей. Вещества и их мстаболиты могут реагировать с растворителями или 
примесями в растворителях. Расгворители иногда содержат различиые лобавки в качестве ста- 
билизаторов. Например. хлороформ часто солсржит этанол, а дихлорометаи может солержать 
этанол или нентен. Диэгиловый эфир — антиоксиданты для прелогврашения преврашения в 
пероксил (пирогалаол. гидрохинон. бутилгиарокситолуол), которые мешают элекгрохимичес- 
кому детектированию. Наканливающисся в эфире пероксилы могут окислять аналит, поэтому 
необходимо очистить эфир перед примененисм. 

Влияние пластификаторов. Часто ложный пик или набор ложных пиков. возиикающих на 
хроматограмме. можно приписать влнянию пластификаторов. попалаюших в пробу па тех эта- 
пах. когла она контактирует с каким-либо пластиковым материалом. Напрмер. при опрелеле- 
нии хлорпромазина методом ГХ-ЭЗД наблюдали пики пластификаторон. входивших в состав 
материала крышек экстракционных пробирок. 


7.3.10. Тимолептики и тимеретики (антидепрессанты) 


Тот. кто спасет хотя бы олну жизнь. спасает весь мир. 
Талмуд 


Первый трицикличсский антидепрессант имипрамин (тофранил) был получен в 1957 г. Ссіру. 
Вскоре были синтезированы повыс эффективные антидеирсссанты. самый известный из кото- 
рых амитриигилин. Применение этой групиы лекарственных препаратов стремительно возросло в 
60—70-х годах ХХ века, и они стали препаратами выбора для лечения депрессий. Олнако в мели- 
иинской литературе появились данные об их токсичности. в особенности при исрелозировке. Хотя 
эти препараты назначаются часто, их использование остается олиой из самых распространенных 
причин острого отравления во всем мире, нерелко с летальным исходом при передозировке. 

В дальнейшем были получены гстеропиклические антидепрессанты второго поколения: тра- 
золои. миансерии. мапротилин и амоксапин. Несмотря на отличия их структуры от трицикли- 
ческих антидепрессаитов, некоторые гетероциклические аптидепрессанты имеют близкое фар- 
макологическое лействие и параметры токсичности с трипиклическими антидспрессангами. 
Третье поколение антилепрессантов — избирательные ингибиторы обратного нейронального 
захвата серотонина (ИОНЗС) наиболее эффективные препараты, облапаюшис значительно 
меньшей токсичностью при перелозировке. например флуоксетин (прозак). 


Химическая структура трициклических и некоторых более новых антидепрессантов 


'Трнникличсские гетсроцикличсские и более новые антидепрессанты — ИОНЗС — образу- 
ют химически очень неолнородную групиу веществ. Наиболсе значимые группы антидепрес- 
саптов — это аитидепрессанты трициклической структуры дибензодиазепина имипрамина, 
избирательный ингибитор МАО — моклобемид; гетероциклические соелииения второго по- 
коления и группа избирательных ИОНЗС представлены в табл. 7-41. 
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Седативное действие 
Двигательная активность 


а.-Бложаторы 
Парасимлатическая 


Т., = 9-20 ч 


Дезипрамин 


| Н 
сн-сн-сң-м; 
сн 


Т, = 15-60 ч 


Рис. 7-96. Взаимодействис антидспрессантов с различными типами рецепторов (по Штапп Н. сі 21. 
2000). 
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Рис. 7-97. Взанмодействие имипрамина с рецепторами {по Шётапп Н. с аё. 2000). 


нгйбиторы-Мокпобемид —» МАО-А 
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Рис. 7-98. Ингибиторы МАО (ио ГаНтэлл Н. еї аі. 2000). 


паратов сочетается с противотревожным и успокаивающим. Поскольку избыточное накопление 
нейромслиаторов может привести к токсическим эффектам. трициклические антидепрессанты 
ис назначают одновременно с ингибиторами МАО. Интервал между приемом этих препаратов 
должен быть не менее 1'/,—2 нел. Общим лля всех антидспрессантов являстся тимолсптическое 
действие — влияние на аффсктивную сферу с улучшением настросния и общего нсихического 
состояния. 
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Токсикокинетика и биотрансформация 


Токсикокинстика и биотрансформация трициклических антидспрессантов активно изуча- 
лись мноғис годы. в особенности амигриптилина и имипрамина и их метаболитов нортрип- 
тилина и дезипрамина соответственно. Эти соединения. как правило. хорошо всасываются из 
желулочно-кишечного тракта, и в силу высокой растворимости в липидах копиентрация их в 
крови и плазме значительно ниже, чем в тканях. Объемы распределепия веществ соответетвеи- 
по высокие и составляют 20—40 л/кг. После приема внутрь эти вещества активно метаболизи- 
руются в печспи, в осповном путем М-деметилирования и гилроксилирования и последующей 
конъюгацией с глюкуроновой кислотой. и выделяются с мочой. Основные пути метаболизма 
имипримина н образование его 2 основных метаболитов показаны на рис. 7-99. 

На рис. 7-100 и 7-101 показаны схемы биотрансформации пароксетина и мапротилина со- 
ответственно. 

Т,„ большинства трициклических антилепрессантов составляет от 0.5 ло 2.0 лией. хотя у 
некоторых папиентов. в особениосги пожилого возраста. наблюлается период полуэлимина- 
нии. превышающий 2 дня. При повторном назначении лекарственных вешеств кониентра- 
ции в плазме достигают стадии плато, так называемой стационарной концентрации. Время 
лосгижения стационарной копцептрации зависит ог величины Т, >; 90% стационарной кон- 
ментранин достигается за 3.5 периода полуэлиминапии и для большинства людей составляет 
5—7 лней. У пациентов с медленным или нарушенным гидроксилированием стационарные 
концентрании лекарственного вещества или его активных метаболитов могут не достигаться 
и за несколько недель, поэтому возникает высокая вероятность замсалеииых токсических 
эффсктов. 

Исслелования нортриптилина и дезипрамина показали, что их стационарные концентра- 
‚ции у пациентов. получающих олинаковые суточные дозы. различаются в 20—30 раз. Опубли- 
кованы многочисленные рабогы о фармакокинетических и фармакогсистических механизмах 
значительных индивидуальных различий стационарных кониентраций нортриптилина и лези- 
прамина. Последние исследования показали, что гепетически детерминироваи полиморфизм 
ферментов цитохромов Р450 различной активности. ответственных за гилроксилирование этих 
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Рис. 7-99. Схема биотрансформании имипрмина. 
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Рис. 7-100. Схемы биотрапсфюрмации пароксетини. 
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Рис. 7-101. Схема биотрансформации мапротилина. 


вешеств. Те. у кого метаболизм этих веществ недостагочен, — гомозиготы по тену СУР20%5. 
к яе за этот дефект. 


Пробоподготовка и методы исследования 


Основные папранлення использования методов определения антилепрессантов слсдуюшис: 
токсикология исотложных состояний; 

контроль при лечении; 

исследование побочных эффектов: 

судебно-химическая экспертиза: 

клинические испытания действия антидепрессантов: 

фармакокинетическне исследования. 

Часто возникают сулебно-химические и клинические ситуации, когда один из методон име- 
ет преимушество или есть необходимость использовать песколько методов. Например, иногда 
сложно различить смеси некоторых антилепрессантов и их мстаболитов с помошью ВЭЖХ, 
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особенно в тех случаях. когда был принят болес чем один знгидепрессаит. Наоборот, с по- 
мощью газовой хроматографии. в особенности капиллярной ГХ, намного лучше разделяются 
сложные смеси антилепрессантов. Иммупохимические методы апализа дополняют хромагог- 
рафические. 

Лекарственные всшества обычно представлены стабильными солями (например. гидрохло- 
рилами), которые хорошо растворимы в воде. Подкисленные водные растворы стабильны в 
течение многих месяцев при хранении в холодильнике. Калибровочные станларты смесей ан- 
тидепрсссантов готовят в бычьей или лошадиной сыворотке и храият замороженными С—20 °С) 
ло непосредственного использования. Такие стандарты обычно устойчивы много месяцев. Вы- 
бор соотвежсгвующего внутреннего стандарта может прелставлягь сложность, в особенносги 
когда природа антидепрессанта (и его метаболитов) точно неизвестна. Часто используют лру- 
гой антилспрессант. который может быть легко опрелслен с помошыо аналитической системы 
(газовая или жидкостная хроматография). Во многих случаях можно выбрать редко назначас- 
мый антидепрессант, и. следовательно. сго обнаружение в образцах папиента маловероятно. 

Сбор образцов — важная сталия определения ветшсеств (см. гл. 5). Как известно. важны всс 
факторы. влияющие на получение результага. адекватного поставленной задаче. Моча часто ис- 
пользуется для скрининг-анализа. но следует замстить, что при определении антиденрессантов 
результаты количественного анализа мало различаются при приеме терапевтических лоз и пере- 
дознровкс. При остром отравлении и смертельном исходе, если моча была собрана практически 
сразу носле приема вещества или смерть наступила очень быстро. то в моче может быть найдено 
только малое количество вешества. Поэтому всегда слелуст провести ориентировочные исслсдо- 
вания крови па присутствие принятого вещества. Время сбора образцов крови — важный вопрос 
при контроле над лечением. Наиболее оптимальное время — 12—16 ч после приема одной дозы 
на ночь или строго перед присмом следующей дозы, когда иснользуется режим дробиого еже- 
дневиого приема. 

Обязательно следует учитывать стабильность вещества и сго метаболитов при транспорти- 
ровке и хранении образиов до проведения исслелования. Трипиклические антидепрессанты 
стабилыы несколько дисй лаже при комнатной темперагуре. Однако для некоторых более 
новых антидепрессантов характерно превращение неустойчивого метаболита —М-глюкуронида 
в исходное вещество. 

Для полноты извлечения веществ используют различные методики. В большииствс спо- 
собов ЖЖЭ биообразеи помещают в шелочиую среду. потом экстрагируют в относительно 
нсполяриый органический растворитель. например н-гексаи. после этого вещество еше раз 
экстрагируют в неболыпой объем кислоты и определяют его нанрямую методом ВЭЖХ или 
реэкстрагируют в небольшой объем оргапического растворителя лля анализа с помошью ГХ, 
В последнее время ТФЭ заменила ЖЖЭ. 


Тонкослойная хроматография 


ТСХ после ТФЭ или ЖЖЭ из мочи или содержимого желулка — до сих пор широко приме- 
няемый метод ориентировочной оценки, который может быть использован для обнаружения 
трициклических и других аптилепрессантов. Применяются различные системы растворителей. 
Детекция антидепрессантов может быть выполисна при использовании таких реактивов, как 
реактив Драгендорфа (платиновая кислота, калия йодид, хлороводоролная кислота) и реактив 
Манделина (ваналат аммония, кониентрированиая серная кислота). Реактив Манделина яв- 
ляется относительно болсе специфичным и чувствительным для опредсления трипиклических 
аитидепрессаитов. близких к имипрамину или амитрилтилину. Некоторые вешества. например 
амитриптилин и нортриптилин, дают характерные цвета при просмотре в УФ-свеге. Разра- 
ботан вариант ориентировочного опрейеления этих вешеств в моче и содержимом желудка с 
помощью системы ТОКСИ-ЛАБ. Описано несколько метолик количественного определения 
трициклических антнлепрессантов с помощью ТСХ и денситометра. Олнако эти методы. вы- 
тесненные жидкостной хромагографией. релко используются в настоящее время. 


Иммунохимические методы 


Применение метолов ЕМИТ и РРІА (см. гл. 6.2) лля определения трицикличсских аитилепрсс- 
сантов имеют серьезные ограничения, в особенности для антидсирессантов Ш н Ш поколения. 
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Различные методики ЕМИ были разработаны лля лиагностики перелозировки трипиклн- 
ческих антидепрессангов и контроля нал лечением. Олнако они не позволяют дифференциро- 
вать определяемые вещества. если персд анализом пе была проведена пронсдура твердофазпого 
разделения. Из-за нерекрестной реактивности эти метолики не могут быть належными при из- 
мереиии коннентраций триииклических антилепрессапитов при перелозировке. в особенности 
в тех случаях. когда точно неизвестна структура антидепрессанта. 

Экспрессное определение трициклических антилепрессаитов. основанное на ЕРІА. успешно 
применяется для установления факта передозировки. ЕР!А. как и метод ЕМИТ, имеет ограни- 
чения из-за кросс-реактивпости с другими антидепрессантами. В последнее время были они- 
сапы новые реагенты ЕРІА для спепифического онределсния амитринтилипа и нортрнитилина 
в присутствии друг друга. 

Методы ГЖХ-МС. ВЭЖХ-МС. КЭФ-МС примсияют для качсствениого и количественного 
опрсделения ангилепрессантов. 


Газовая хроматография 


Газовая хроматография ло сих пор остается достаточно распространенным методом коли- 
чественпого опрелелепия трипиклических и других аптилспрессантов. в особсиности с исполь- 
зованием каинллярных колонок и ЭЗД или АФД. Один из недостатков метода в том. что он пе 
можег быть использован без предварительной дериватизации полярных гилроксилированных 
метаболитов. Появление капиллярных колонок заметно улучшило эффекгивность разделения, 
которая очень важна при качествениом определенни антидепрессантов в скрининг-анализах. 
ЭЗЛ используется лля прямого определения полученных с помошью трифторуксусного ангил- 
рила дериватов антиленрессантов с группировкой вторичного амина в боковой цепи. Газовая 
хроматография была прелпочтительным методом количественного опрелеления трипикличес- 
ких зитилеперссантов 70-х — в начале 80-х годов ХХ вска. в настояшее время основным мето- 
дом является ВЭЖХ. 


Высокоэффективная жидкостная хроматография 


ВЭЖХ вытеснила газовую хромзтографию как метод выбора количественного определения 
трипиклических и других антилепрессаитов. а также их полярных метаболитов. Распростра- 
ненный подход — использование С8 илн С18 изменсиных силиконовых колонок с полвижной 
фазой, содержащей иои-окрашивающие реакгивы. например. перхлораг или основания, наири- 
мер метиламин или этиламин для уменьшения длины волны пиков и улучшения разисления 
ролствениых веществ. Часто пспользуют УФ-детектировапис как нри относительно больших 
длинах волн (254 нм). так и при более коротких (210—215 нм). флкюреснентное и электрохи- 
мическое обпаружение. Віо- Каа 1лБогаопеѕ были разработаны автоматизироваиные системы 
ВЭЖХ для качественного и количественного определения токсикаитов. включая антилепрес- 
санты. Например. с помощью аналитической системы Віо-Кад Габогаюнез можно достатчно 
быстро оределить состав смеси трициклических антидепрессаитов. выделенных из сыворотки 
крови ТФЭ, на колонке ЕС РСМ в токе мобильной фазы анетонитрил/метанол и УФ-детск- 
тировании (215 нм). В этих условиях разделяют смесь. солержашую тримипрзмин. локсепин, 
амитриитилин. имипрамип. лесметиляоксепни. нортриптилин. лезиирамиип, протрингилин. 

Мицеллярный электрокинегический каниллярный электрофорез (см. гл. 6.3.5) нашел широ- 
кое применение для определения трипиклических антилепрессаитов. 


Клинико-токсикологический анализ антидепрессантов 


Соотношение между коипентрацией трициклических антилепрессантов в плазме кропи и их 
терапевтическнм эффектом ло сих пор пе установлено. Однако взаимосвязь концентрапии этих 
веществ в плазме крови и количества побочных реакций ие подвергается сомиснию. Показано. 
что как у взрослых. так и у детей высокие концентрации венюств в илазме крови связаны с 
проявлениями нейротоксичности. В многочисленных исслслованиях определили возможность 
токсического эффекта в 22—33% случаев пля паииентов. у которых концентрация трицикли- 
ческих антидепрсссантов в плазме крови была выне (0.3 мг/л по сравнению с 0—8% паииситов, 
у кого концентрации в плазмс крови были ниже 0,3 мг/л. Ранние сталии токсических эффек- 
тов, нндуцированных трициклическими ангидспрессантами, могут быть похожи на усугубле- 
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ние лепрессивных симптомов. Это значительно новышает риск отравления при увеличении 
последующей лозы препарата. Накопление в плазме крови триниклических антидепрессантов 
связано с нарушением метаболизма. которое обусловлено генетически. Фармакогенетическис 
исслеловаиия показали, что у паписитов с необычно высокими концеитрациями этих веществ 
в плазме крови отмечается недостаточная скорость гилроксилирования. 

Измерение концситраиций трипиклических и других аилиденрессантов в крови пациептов 
проволят лля диагностики возможной перелозировки. Пациенты. коннентрации веществ в 
плазме крови которых болсе І мг/л, имеют выраженные симитомы отравления. Предсказагь 
риск серлечных приступов или вентрикулярных аритмий по результатам определения коипен- 
трании вешесгва в нлазме крови не представляется возможным. При лечении отравлений у 
пациентов с точно поставленным диагнозом повторные измерения конпентрании трицикли- 
ческих и других аптилепрессантов в плазме крови немнформативны. Лабораторные измерения 
обычно важны при исследовании острых отравлений, когда днагноз нсясеп, когда пациенты 
без сознания. Соотношение концентраций исхолного вешества и его активного мстаболита 
имесг диагностическое значение при дифферениировкс острого и хронического отравления. 
С этой целью используются хроматографические мстолы. В целях эксиресс-диагиостики 
ИХМ можно быстро провести полуколичественное определение концентраций трицикли- 
ческих антидепрессантов и их метаболитов. ИХМ ис позволяют определить присутствие ге- 
тероинклических и болсе новых антидсирсссаитов — ингибиторов обратного нейронального 
захвата. 


Судебно-химическое определение антидепрессантов 


Большинство методов, применяемых лля определения антилепрессаитов в сыворотке или 
плазме крови живых лиц, могут использоваться и для анализа крови, взятой после смерти. Ин- 
терпретация ланных. однако, может представлять сложности, если место взятия образца крови 
неизвестно. Достоверно установлено, что для большииства веществ, включая антидепрессанты, 
имеюших большие объемы распределения, существуют значимые различия в концентрациях 
собственно вешества и его метаболитов в крови, взятой из разных участков кровеносной систе- 
мы. Особенно высокие значения можно найти в крови сосулов сердца. Стабильные результаты 
получают из образцов крови, взятой с периферии. например из бепренной вены. Обычная 
ситуация — увеличеиие концентрации антилепрессантов в крови после смерти в силу фено- 
мена перераспределения. Особая тшательность и значительный опыт эксперта требуются при 
интерпретации результатов. Концентрация вещества. найденная в крови, взятой после смерти. 
неэквивалентна кониентрации плазмы или сыворогки крови па момсит смерти. 

В заключение рассмотрим особенности токсикокинетики и определелия антиденрессаитов 
на примере амитриптилина. 

Амигриптилин (эливел. эңдеп) — это трипиклический антилепрессант, который разрешен 
для клинического использования с 1961 гола. 

• При нрисме амигриитилина нарушается способность чсловска выполнять квалифицирован- 
пую работу. Этот побочный эффект усиливастся при приеме алкоголя. 

• Передозировка лекарства очень опасна. так как симптомы отравления тяжелые и их трудно 
контролировать. 

« Амитринтилини активно метаболизируется до более полярных соединений, включающих 
нортриптилин и линортрнитилии (дезметилнортриптилин). 

• В плазме в основном находится нортриптилин, который в значительной степени обусловли- 
васт влияния амитриптилина как антидепрессанта. 

Динортриптилин присутствует в плазме и также можст проявлять активность. 

В плазме содержатся 2 гидроксилированных метаболита (10-гипроксиамигриитилин и 10- 

гидроксинортриптилин), но они скорее всего не нграют значительной роли в системном 

влиянии препарата на организм. 

• Указанные метаболигы нарялу с амитринтилин-М-оксилом и 19-гилроксинортриптилином 
были обнаружены в моче. 

• У нациентов. принявших 2000 мг амитриптилина и перенесших в результате кому. суло- 

рожные нрипадки и поражение сердечно-сосудистой системы, концентрании препарата в 

плазме едва достигали 2 мг/л. 


Метаболизм и определение наркотических средств, психотропных... 695 


• Для лечения отравлений амитриптилином и другими трициклическими антидепрессангами 
уснешно используется холинергический препарат физостигмии. 

• Присм взрослым человеком относительно небольшой дозы препарата (600 мг) часто стано- 
вится причиной смерти. 

» У нескольких человек. умерших в результате приема 3—5 г препарата, концентрации не- 
измененного амитриптилина в крови и печери составили в среднем 9 (3—15) мг/л и 250 
(92—420) мг/кг соответственно. 

» На основании исслелования причин смерти. связаниых с приемом амитриптилина. уста- 
новлено. что суммарная кониситрация амитринтилииа и портриитилииа в печени, иревы- 
шающая 50 мг/кг. являстся признаком острой интоксикации. в то время как более низкие 
конпентрапии — следствие терапевтических лоз. 

• У 32 человек. умерших от перслозировки, концентрации амитриитилина и портрипгилина 
в миокарле составляли 11,3 н 6,4 мг/кг соответственно. Это примерно в 5 раз превышает 
средние концентрации в крови. 

» В резульгатс хроматографического анализа (ВЭЖХ) биообразнов ог умерших люлей была 
получена следующая каргина распреясления амнтрнитилина и его основного метаболита в 
организме (табл. 7-43). 


Таблици 7-43. Конпентраиии амитриитилина в биологических жидкостях (в мг/л) п тканях (мг/кг) при 
летальном исхоле 


Вещество Кровь | Мозг Печень Почка | Моча | Желудок 
Амитришилив: 
срелнее зиаченис 3.7 и 130 22 3.4 60 
(2.7—4.7) (2.6—1$) (13—317) 012—310) (0.4—7,9). (23—92) 
Нортрипилин: 
срелнесе значение 11 3.9 95 13 0.3 0,1 


(0,5—1,7) (0—7.7) (7.5—64) (1—25) {0—0.6) (0—0.4) 
Примечание. Из-за ныхола препарата из лено (ткани легкого и псчсии) или лиффузии из пишевари- 
тельного тракта происхолит персраспределсине препарата в организме после смерти. В скобках — илер- 
вал концентраций. 


• В 30 случаях соотношение кописитрацим кропь из серлна/иериферическая кровь в средием 
составило 3,1 (0.6-—15) пля амитриптилина и 2,3 (0,5—8.4) лля портринтилина. 

ә Через 2—4 ч после олнократного приема внутрь 50 мг амитриитилииа максимальные кон- 
пентрации препарата в сыворотке лостигали 0.016—0,035 мг/л. концентрации нортриптили- 
па были ниже — 0.014 мг/л. 

• У пациентов, систематически принимавших 150 мг препарата в сутки, равновссные кониен- 
трации амитринтилина в плазме составляли 0.095 (0.038—0.162) мг/л, а нортриигилина — 
0.106 (0.022—0.242) мг/л. 

• У 27 пациентов. принимавших 1.2—4.2 мг/кг препарата в сутки. равновссные концентра- 
пий амитринтилина а плазме составили в среднем 0.113 мг/л. портриптилина — 0,102 мг/л. 
неконъюгированного траис- 10-гилроксиамитрипғилина — 0,015 мг/л и конъюгированного 
транс- 10-гидроксипоргриитилина— (0,124 мг/л. 

• Установлено, что у больных Т,,, амитринтилина из сыворотки равен 9—25 ч. в срелнем 15 ч, 
в то время как у здоровых людей ои составляет 5 — 15 ч. 

• Оптимальный ответ оргапизма достигается, по-видимому, когда суммарные концентрации 
амитриптгилина и портринтилипа в плазме находятся в интервале 0.080—0.200 мг/л. 

• Если нараллельно проводить терапию флуоксетином. то равиовесное содержание амитрип- 
тилина в плазме увеличивастся в 2 раза, а нортриитилина — в 9 раз. 

» (Соотношенис копиеитраций плазма/кровь состанляст в срелнем 1.0— 1.1 лля амитринтили- 
наи 1,5—1,7 лля нортриптилина. 

• Только 35% ввелсиной дозы амитриптилина вылсляется с мочой за 24 ч в виде метабо- 
литов. Зи [| лней выводится почти 80% лозы и только 0,2% ирспарата находится в нсиз- 
мененном виде. Если реакция моча кислая, то в нсизмененном виде выволится около 2% 
лозы, 
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® Определение амитриптилина и норгрипгилина бсз лериватизации либо нортринтилина нос- 
ле лериватизапии (его М-ацетопроизводного) можно проволить методом газовой хромато- 
графини с помошью ПИД или АФД. 

® Определение недериватизированного амитриитилина и дериватизированного нортриигили- 
на (трифторацетопроизводного) можно проводить методом ГХ- МС. 

ә Распространенным мстодом для клинического определения трициклических антидепрес- 
сантов является ВЭЖХ. 


Глава 8 


МЕТАБОЛИЗМ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ТОКСИКАНТОВ РАЗЛИЧНЫХ 
ХИМИЧЕСКИХ ГРУПП 

В БИОСУБСТРАТАХ ЧЕЛОВЕКА 


8.1. ЭКСПЕРТИЗА АЛКОГОЛЬНОГО ОПЬЯНЕНИЯ 


Лрутие пороки притупзяют разум, 
иъянство же разрушает сто. 
М Монтень 


Алкогольсолержашие пролукты известны человеку болсс 4000 лст. Псрвос упоминание об 
алкоголе (от араб. аль коголь — олурманивающий) встречается в ІУ веке н.э. в писаниях китай- 
ского алхимика Гә Хуна. На Запале открытие этанола приписывалось то алхимику Р. Луллию, 
то сго современнику А. де Вилланова. Луллий изготовил адиа уу — первый бренди и был так 
поражен чудесами адиа ушу. что счел это открытие прелвестником конца света. 

Этанол служит сырьем для получения многих химических веществ: ацетальдегила, диэтило- 
вого эфира, тетраэгилсвинпа, уксусной кислоты, хлороформа, этнланетата. этилена и др. 

Он широко применяется в медицине, пищсной, лакокрасочной. парфюмерной и фармацев- 
тической промышленности, в производстве товаров бытовой химии, является консервантом, 
компонентом антифриза и т.д. 

Этанол постоянно поступаст в организм человека в исбольших количествах (ло 4—5 гв сут- 
ки) с некоторыми пищевыми пролуктами. Например. йогурт содержит этанола 0.003—0,005% 
по объему. кумыс — 1.00—4.5%. квас — 0.6—2.2%. хлеб пшеничный — 0.40—0.45%. 

Этанол как топливо не является источником парниковых газов. Этанол обладает нулевым 
балансом диоксида углерода, поскольку прн его получении путем брожения глюкозы и послс- 
дующем сгораини выделяется сголько же СО, сколько растсния потребили из атмосферы для 
фотосинтеза эквивалентного количества углеволов. 

Смссь этанола с бензином обозначастся буквой Е. Цифрой у буквы Е обозначается пронент- 
пос содержание этанола. 285 — означает смесь из 85% этанола и 15% бензина. Смеси. солержа- 
щие ло 20% этанола, могут применяться на любом автомобиле. Автопроизнодители выпускают 
автомобили, способные работать и на бсизинс. и на Е85. Такие автомобили называются Гех- 
Рис. В Бразнлии их сше называют гибридными. Себестоимость бразильского этанола (около 
0.19 долларов США за 1 л) делает сго использование экономически выгодным. 

В 2004 г. в СЩА эксплуатировались 146 195 автомобилей Екх-Рис|. В 2005 г. в США уже 
болес 5 мли автомобилей имели двигатели Нех-Рие!, более тысячи заправочных станций про- 
лавали Е8%. 

Получение этанола. Существует несколько основных способов получения этанола: 

е мнкробиолоғический (гилролиз и брожение) из пищевого (свекла. крахмал. картофель) и 
непишевого (гидролизные субстраты древесины, стебли кукурузы, рисовая солома. отходы 
лесной промышленности и целлюлозно-бумажного производства) сырья; 

е синтетический (прямой или с использованием серной кислоты). 

Спиртовое брожение глюкозы под лействием фермента зимазы — известный с лавних вре- 
мен способ получения этанола — протекает но схеме: 


С.Н, > 2С.Н,ОН + 2СО, 
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В результате брожения получается раствор, содержащий не более 10—15% этанола. который 
затем очищают и концентрируют. обычио путем дистилляции. 

Гидролиз предусмагриваег расщепление целлюлозы. содержащейся в растительном сырье 
(стсбли кукурузы. рисовая солома, отходы лесной промышленности, зерно). ло глюкозы с 
последующим ферментативным сбраживанисм. Этим способом получают так называсмый био- 
этапол. или гидролизный спирт. Синтетический спирт, сиитезируемый из этилена при повы- 
шенных температурс. давленни и в присутствии серной кислоты (реакция внутримолскулярной 
дегидратании). оказался токсичным лля человека. С 1952 г. для получения спирта в промыш- 
лепвом масштабе этилен обрабатывают концентрированной серной кислотой. в результате 
чего образуются моно- и диэтилеульфани. которые гидролизуют водой и отделяют серную кис- 
лоту. В конце ХХ века получил распространение метол прямой гидратации этилена. который 
заключается в непосредственном присоелинении воды к этилену в присутствин катализатора 
(ортофосфорная кислота на силикагеле) в результате обратимого экзотермичсского процесса. 

В ходе описанных процессов нрогекают многочисленные побочные реакции. приводящие 
к образованию большого числа компонентов. Дистилляция не позволяет полностью очистить 
получаемые пролукты от примесей. 

Для медицинского применения но решению Фармакологического комитста России резре- 
шены спирты, получаемые только из пищевого сырья. Синтетический этиловый спирт внесен 
в Список ядовитых вешеств Постоянного комитета по контролю наркотиков (ПККН», В на- 
шей стране синтетический спирт запрещен и для наружного применения у людей. 

На основе происхождения сырья этиловые спирты делят на синтетические. получениые 
прямой гидратацией этилена или его гидратанией с применением серной кислоты, и фер- 
ментативные. полученные путем сбраживания растительного сырья (пишевого н непишевого) 
фермситами лрожжевых грибов рода Засйаготусенез. В табл. 8-1 привсдсны марки и помера 
технической документании этиловых спиртов, производимых в России. 


"Таблица 8-1. Марки и номера технической локументании этиловых спиртов. производимых в Россий 


Синтетические Фермептативные (полученные из растительного сырья) 
| инщевое сырье | петитневое сырье  — 
ГОСТ 11547-80 ГОСТ 131-67 ГОСТ 1729-78 


Спирт этиловый синтетичес- 
кий технический (высший и 
1-й сорт) 


ТУ 38402-62-117-90 

Спирт этиловый синтетичес- 
кий технический (высший и 
1-й сорт) 


ТУ 9182-01)-230693 -93 
Спирт этиловый синтетичес- 
кий рсктификовантый (марки 
Ан Б) 


Снирт этиловый-сырец 


ГОСТ 5962-67 

Спирт этиловый ректификован- 
ный (марки Люкс. Экстра. вы- 
сшей очистки и 1-й сорт) 


ГОСТ 5963-67 
Снирг втиловый питьевой 95% 


Спирт этиловый тсхничсский-сы- 
реп (марки А п Б) 


ГОСТ 18300-87 

Спирт этиловый рекгификован- 
ный технический (маркн Экстра, 
высший и 1-й сорт) 


ТУ 84-1203-89 
Снирт этиловый абсолютирован- 
ный тсхничсский (марки А и Б) 


Полученные тем или иным способом спирты. как правило, солержат характерные примеси 


(рис. 8-Р). 


Схема экспертного исслелования спиртов с целью определения вила используемого при их 
изготовлении сырья состоит из нескольких этанов: 
е изучение внешних признаков представленных на исследование объектов (прозрачность 

жилкости. цвет, запах, наличие носгоронних примесей. особенность укупорки и др.); 

проведение газохроматографического исследования жидкости; 

проведение изотопного анализа жидкости. 


Газохроматографическое исслелованис спиртов проводят в настоящее время на капилляр- 
ной колонке длниой 50 м и более, на внутреннюю поверхность которой нанесена полярная не- 
полвижная фаза. например молифицированный полиэтилеигликоль (ЕРАР или НР-|ппо\мах). 
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Рис. 8-1. Хроматограммы синтетического спирта-сыриа (л) и пишепого фермситативиого спирта-сыриа (6). 
а. | — лиэгиловый эфир, 2 — анстальдегия, 4 — окенд эзвлена, 8 — трезнчный бутанол, 9 — метилэгилке- 
тон. 10 — димегоксимегаи. | — вторичный бутанол, 12 — кротоновый альдегид, 14 — бензол, [5 — изо- 
гексапол, 16 — метилизобутилкетон. 17 — н-пентанол (стаиларт). 3, 5-7. 13 — пе идентифицированы. 
6. 1 — ацетальдегид, 2 — метнлацетат, 3 — этилаистат. 4 — метапоа, 5 — н. пропанол. 6 — изобуганол, 7 
— изоамиловые снирты. 8 — и. пентанол (стандарт). 
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В качестве летсктора применяют пламснио-нонизационный (ПИД) или масс-сслективный (МС) 
детскторы. Дифференцировка этилового спирта но исходному сырью. использованному для 
сто изготовления, методом изотопного анализа основана на определении улсльной активности 
ЧС* и °Н в исслелуемых объектах. 

В 2005 г. во всем мире было синтезировано почти 46 000 млн литров этанола. из них более 
30 000 млн литров приходится па США и Бразилию. 

Во вссх сгранах мира для предупреждения об опасности использования синтетический спирт 
денатурируют. лобавляют в него различные вещества: фуксин, эфиры фталевой кислоты, фор- 
мальлегид, высшие спирты и др. 

Денатурируют также безводный абсолютный спирт. Смесь 95,57 этанола и 4,43% воды 
является азеотронной. Для улаления волы иснользуюг различные химические и физико-хими- 
ческие метолы. папример перегонку спирта с бензолом. 


Фа рмакология и токсикология 


Рецепторов. сиецифичных к эғанолу в организме человека. не сушествуст. Олнако он взан- 
модействует со многими внс- и внутриклеточными реценторами клеток различных тканей. а 
также со вторичными посредниками рецепторов н ферментными системами клеток. По свое- 
му действию этиловый спирт является дспримирующим (успокаивающим) срсаством. однако 
прием небольших доз спирта способен активировать центральную нервную систему (ЦНС) за 
счет стимуляции возбуждающих медиаторных систем головного мозга. 

При выраженной интоксикации возбуждаются тормозные сисгсмы ЦНС, особенно ГАМК- 
и опиатзависимые. что проявляется угнетением сознания, нарушениями дыхания и гемолина- 
мики, возникающими при тяжепых отравлениях этанолом. 

Этанол растворяется в фосфолипилном слое биологических мембран, кардинально изменя- 
ет их свойства, снижая чувствительность рецепторов к лекарственным препаратам, тем самым 
усиливая их токсичность. Между этанолом и лекарственными вешестнами часто позникаст 
конкуренция за фермеитные системы, осуществляющие биотрансформацию ксенобиотиков 
что проявляется большим количеством неблагоприятных реакций, возникаюших в результате 
сочетанного приема этих вешеств. 

Действие этанола на различные ренелторы и клинические проявления приведены в табл. 8-2. 


Таблиця 8-2. Рецепторы. на которые возлсйствуст этанол. и клинические проявления 


Рецепторы Клинические проявления 

Алренергичсскис Возбуждение. гипокалиемия, мсӯвболичсскис нарушения, аритмии 

Дофаминергическис •Непранильносе поведсинс, псврологичсская симптоматика. изменсния 
ичностн. формирование ирнвыкания 

Гяутамат ные Сулороги, цитотоксическое дсіїствие, гипсргликсмия. паркинсонизм 

Холинергические Браликаряия. гипергияроз. когнитивные состояния 

Серотонинсрғнческие Депримирующее действие. поное. нарунения терморегуляции, когиитин 
ные нарушения. формирование мотивации 

ГАМКергические Оглушенис. судороги. гипокалиемия 

Опиатные Эйфория. аналгезия. обнубиляния. кома. привыкание 

Лейкотриснергичсскис Энплотоксемия 

Вазопрессииергические Повышение гилрофильносли ткани мозга, летких 


В крови любого трезвого человека присутствуют слелы этанола. образующегося в результате 
биохимических процессов, — так называсмый энлогенный этанол. Источником сго является 


* С (95.8929) и °С (1.108%) -- два стабильных изотопа (см. гл. 6.4.4). Из ралиоактивных изотопов наиболее нажен “С 
с перпойом полурасиила (Т, „= 5.6-103 лет). Небольшие количества "С (около 2:107 % по массе} постоянно образуются 
в верхних слоях атмосферы при действии нейтронов космического излучения на изотон азота “М. По удельной актив 
ностн изотопа “С в остэгках биогенного происхождения определяют их возраст. “С широка используется в качестве 
изотопного индикатора. 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 701 


апетальлегид. который образуется в результате лекарбоксилирования пировиногралной кис- 
лоты (пирувата) при участии пируватдсгидрогеназного комилекса. Количество энцогенного 
этанола зависит от многих факторов и особенностей метаболизма разных людей, поэтому ко- 
леблется в довольно широких пределах. Донускастся также возможность образования этанола 
микрофлорой кинечника и дыхательных нутей. Кониентрания эндогенного ацетальлегида в 
организме примерно в 100— 1000 раз меньше, чем эндогенного этанола. Энлогенный ацеталь- 
дегил превращается в этанол в результате обрагимой реакнии, катализирусмой алкогольлегид- 
рогеназой. Считается, что предельная коннентрация эндогенного этанола у злоровых люлей не 
превышает 0.098—0.4 г/л. При эгом слелуст слелать оговорку. касающуюся метола опрелеления 
кониентрации: неспецифические фотоколориметрическис методы могут давать завышенные 
значения па уровне 0.3—0.4 г/л. в то время как газовая хроматография — не более 0.02— 
0.07 г/л эндогенного этанола. 

Концеитрации эндогенного этанола и его метаболитов находятся в динамическом равно- 
вссии лруг с другом. При приеме спиртного (более 60 г/сут) равновесие может нарушаться и 
изменять биохимические циклы жизнеобеспечения организма. В нейронах и клегках парен- 
химатозных органов этанол начииаст угистать гсксокиназную фермснтную систему, обеспе- 
чивающую транспорт глюкозы через клеточиые мембраны и образование глюкозо-6-фосфата. 
Продукты биотрансформании этанола, такие как ацетальлегил. уксусная кислота, также взаи- 
модействуют с ферментными системами нейронов, гепатоцитов, миокардиоцитов и влияют на 
обмен веществ в них. 

Следствием действия этанола и его метаболитов является увеличение концентрации НАДН 
в клетках многих органов и спижение в них конценграцни НАД*. Нарушение равновесия п 
системе окислительно-восстановительных коферментов легилрогеназ приволит к блокале глю- 
конеогенеза. особенно в печени и почках. сбою нитрагного цикла и биосиитеза нейтральных 
жиров в них. Проявлениями острого действия этанола являются нарушение образования энер- 
гим, изменение работы ЦНС, гипогликемия. отложение жира в паренхиматозных органах и 
нарушение их функции в целом. 

Патохимические изменсиия. возникающие в клетках при приеме этилового спирта. лежат в 
основе нарушений леятельности синаптических. гормональных. питокиновых и других систем 
организма. 


Фармакокинетика и биотрансформация 


Особенности фармакокинетики этанола необходимо знать, лля того чтобы правильно оце- 
нивать соотношения между принятой дозой спиртных напитков, концентрацией этилового 
алкоголя в плазме крови и возникающими при этом клиническими признаками отравления. 
а также прогнозировать возможные осложисния и провести своевременное и адекватное лс- 
чение (см. электронное приложенис). 

Принятыс внутрь спиртные нанитки всасываются преимушественно в тонкой кищке, лишь 
20% дозы всасывается в желудке. На полноту абсорбции этанола и его концентрацию в плазме 
крови оказывают влияние принятые ранес или совместно с алкоголем другис биозктивнысе 
вещества или лекарственные препараты (табл. 8-3). 


Таблица 8-3. Влиянне различных вешеств на полноту абсорбции эанола и сто конценграцию в плазме 
крови 


Фармакологическое Вешества Влияпне на фармакокинстику Изменение козтентра- 

действие вещества | алкоголя і цин этанола 
Замслленис открытия | Реглаи. мотилиум. пезап- Замелляется скорость абсор- 'Коинентрапия нарас- 
пилорического жома рил. иммолиум и лр. бини этапоҳа из-за залсржки | тает мелленно 

сго эвакуации цз желудка 
Ослабление тонуса Атронин. эуфиллин, нит-  Ускоряется абсорбиия эта- Кониентраиня нарас- 
привратника роглинерии. эстрогены. пола из-за ускорения его тает быстро 
прозестерон ни ар. эвакуации из желулка в тоц- 


кую кишку. что обеспечивает 
быстрое поступление его в 
кровоток 
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Окончание табл. 8-3 


Стимулирование мо- Реглан. мотилиум, Сиижастся полнота абсор- Концентрация 
торики кишечника слабительные средства. бини этанола в кишсчиике нарастает медленно 
алреноблокаторы и др. за счет сокрашения времени 


контакта со всасывающей 
поверхностью кишечника 


Блокирование мото- |Сназмолитики. барбиту- Расширяется площаль Конценурация 
рики кишечника раты. натрия оксибутират контакта со всасываюней нарастает быстро 
и пр. поверхностью тонкой кишки 
и увеличивается время этого 
контакта 


Многие лекарственные вешества используются для длительного печения хронических со- 
матических заболеваний. поэтому прием синртного на их фоне может сопровождаться ускоре- 
нием или замедлением опьянения, приводить к несоответствию между клинической картиной 
интоксикации и кониентранией этанола в нлазме крови больного, а также усиливать интокси- 
кацию (табл. 8-4). 

У здоровых людей на «голодный желудок» абсорбция этилового спирта завершается в те- 
чение | ч после однократного приема спиртных налитков. Пища существенно задерживает их 
абсорбиию. 20% растворы этанола всасываются быстрее, особенно в сочетании с гидрокарбо- 
натными водами. концентрированные растворы (водки «Сибирская», «Смирнофф», разведен- 
ный или «чистый» спирт) всасываются мелленнее за счет вызываемого ими пилороспазма и 
залержке выпитого в желудке. Назначение активированного угля не влияст на скорость абсорб- 
ции водки или спирта, олнако уголь адлсорбирует другие вещества. нахолящисся в алкогольном 
напитке (ацстальлегид. этилацетат, сивушные масла, фурфурол и лр.). 

В желулке происходит пресистемный метаболизм этанола, т.е. сго разрушение с помошью 
фермента алкогольдсгидрогеназы, вырабатываемого преимущественно микробной флорой жс- 
лулка. С этим процессом связаны нарушения, возникающие у пациентов с отягошенным анам- 
незом при алкогольной интоксикации. 

• У лиц, часто употребляющих спиртные напитки, отмечаются ультраструктурные изменс- 
пия слизистой оболочки тощей и тонкой кишки, обусловленные разлражаюшим лействи- 
ем этилового спирта. За счет этого нарушается всасывание тиамииа. фолиевой кислоты. 
пианокобаламина, метионина, микроэлементов и других биологически активных веществ. 
которые участвуют в гликогеполизе, гликолизе и глюконеогенезе. В результате дефицита ис- 
речисленных соединений нарушается промежуточный обмен веществ и при интоксикации 
этанолом чаще возникают гипогликемия и алкогольный кетоацидоз. 

• Улин, страдающих гастритом и язвенной болезнью. наблюдается высокая активность алко- 
гольлегилрогеназы слизистой оболочки желудка, которая вырабатывается Я. руюм, поэтому 
прием спиртного у них может сопровождаться усилением образования ацетальдсгида и вы- 
зывать токсические эффскты. им обусловленные: лактацилемию, ацетатемию. выраженные 
вегетативные реакции, возможно и более быстрое развитис привыкания. 

• При болезни Мэллори — Всйса, синдроме Ослера — Рандю, состояниях, возникающих пос- 
ле резекции желудка, происхолит снижение активности алкогольдегидрогеназы в результатс 
чего снижастся интенсивность пресистемного метаболизма этанола. Это приволит к более 
быстрой абсорбции этанола н увеличению его концентрации в плазме крови. Депримн- 
руюшее действие токсиканта развивается быстрее. Это обстоятельство являстся причиной 
несоответствия между количеством выпитого, концентрацией этанола в плазме крови и 
фактическим состоянием пострадавшего. 

Аспирин, параистамол, Н,-гистаминоблокаторы и другие препараты. угнстающие актив- 
ность алкогольдегилрогеназы желудка. способны замедлять биотрансформацию этанола и 
снижать токсическое действие. обусловленное ацетальдегидом. 
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Таблица 8-4. Взаимодействие этанола с некоторыми лекарственными пренаратами 


Препараты 
Селативныс, транквилизаторы. нейролептики. 
антигистаминные, аналестики. жаропонижа- 
юшис, нестероидиые протнвовосиалительные 
средства — НПВС 


Снотворные и транквилизаторы бензодиазсни- 
нового ряна 


Антидепрессанты — ингибиторы 
моиозминооксилазы (МАО) 


Дифении 


Гипотенливные с 
Вазодилатагоры 


аства 


Нигроглицерин. коронаролитики, спазмолинки 
Диурстики 


Нспрямые антикоагулянты 


Пероральные контраисиуивы 
Парацетамол 


Аспирии 


Витамии В,. триптофан. превараты нинка 


Тиамин аскорбиновая кислота, антиоксилангы 


Мстронилазоя. фуразолидон, исфалоспорнны. 
гипогликемическис срелства, произподные сулъ- 
фонилмочевины. ирепараты мышьяка. ртути и 
тмоловые ялы 


Упигиол. ацегалиистеин. мстнонин 


Индукторы микросомазьных ферментов печени 
(барбитураты. лифенпи. глюкокортикостероилы 
и др.) 


Результат взаимодействия 
Потеннирование угнетающего действия на ШІС 


Потсицирование угистающего действия на ЦНС 
Стимулируют развитие привыкания и пристрастия к 
этанолу 


Развитие гилертоническоғо криза 


Блокала биотраисформании дифенииа. повышение 
его токсичности. 


Развитие ортостатического коллапса 
Потенциронание вазолила:ируюшего эффекта. кол- 


‚ лаитомлнос состояние 


Ос грая сосулистая недостаточность. коллаис 


Проявления гипокалисмни (рвота, диарея, спижснис 
артернального давления — АД) 


Кровотечение. кровоизлияния во внутренние органы 
(и том числе в мозг) 


Снижение эффективности коитраиситивов 


Значительное повышение токсичиости нарацетамо- 
ла. проявление его тенатотоксического действия 


Резкое повышение антиагреганиоиной способности 
аспирина. усиление кровотечения 
Изъязвление слизистой оболочки желудка 


Потениирование токсического влияния этанола на 
печень 


Снижение токсического влияння этанола на печень 


Значительное усияснис токсического действия эта- 
нола (за счет блокалы алкогольлегилрогсназы) 


Уменьшение токенческого действия этанола (за счет 
повышения активности алкогольдегидрогеназы) 


Развитие перекрестной толерантности 


• При заболеваниях печени. сопровождающихся снижением се антитоксической функини. 
голоде. нсиравильном питанни, авитаминозах (особенно групны В). а также у лиц. находя- 
щихся на дисте с целью снижения массы тела. возникает редукния запасов гликогеновых 
лепо. В этих условнях острая интоксикация этанолом любой степени тяжести может со- 
провожлаться ғипогликсмическими состояниями, кетоанилозом и другими осложнениями, 
связанными с нарушением глюконеогенеза. 

» Активность алкогольлегилрогеназы у женщин в среднем влвое ниже. чем у мужчин. поэтому 
при потреблении одинакового количества спиртного в плазме крови женщин коннентрация 
этанола нарастает быстрее (иными словами, женшины пьянеют быстрее мужчин), 

Объем распределения этанола в организме человека (У,) составляет 0,53 л/кг, скорость рас- 
пределения в жилких средах прямо пропорциональна скорости кровотока в них. 
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Биотрансфюрмания этанола прелставляет собой типичную реакцию токсификании (см. гл. 4), 
при которой образуются более токсичные по сравнению с исходным продуктом метаболиты. 
10% принятого внутрь спирта выводится почками и легкими в неизмененном виде. остальное 
количество окисляется в печени. Биохимические процессы, которые происходят в ней при 
биодегралайни этилового алкоголя, очень важны лля понимания природы осложнений. возни- 
каюших при интоксикации им. 

Основной нуть биотрансформании эгилового сппрта — его окисление нитозольной алко- 
гольдегидрогеназой до ацетальлсгида, который лалсе окисляется в митохондриях гепатоцитов 
альдегидясгилдрогсназой до уксуспой кислоты. Последняя утилизирустся в цикле Кребса, если 
лля этого есть условия: нормальное давление кислорода в крови, активное протекание глико- 
лиза в гепатоцитах. постаточиое количество гликогена в пих, наличие занасов окислительно- 
воссгановительных коферментов (нирилиннуклеотилов, флавиновых коферментов, липоевой 
кислоты, тиамина н др.). что обычно бывает у здоровых непьюшщих людей. Обе дегилрогсиазы 
расшеиляют этанол с постоянной скоростью, которая составляет 7—10 г этанола в Ёч, потреб- 
ляют НАД”. который восстанавливается до НАДН. Чем больше этанола принято человеком, 
тем меныиими становятся запасы НАД” в клетках. 

Таким образом. этанол. вызывая истощение запасов НАД", нарушает и ход важнейших био- 
химических реакций. в которых участвует НАД”. Одной из таких реакций является глюконсо- 
генез (ресинтез глюкозы ас поуо из аминокислот. жиров н лактата). Глюконеогенез является 
главным источником питания для нейронов головного мозга и поддерживает энергообразова- 
ние в клетках печени и ночек. 

Если концентрация НАД’ недостаточна. то глюконеогенез резко замедляется. возникают 
гиногликемия, голодание мозга, снижаются оборог нитратного цикла и продукция тенла. Су- 
ществуст запасной вариант синтеза глюкозы из гликогена (гликогенолиз), олнако даже в здо- 
ровой печени запасы гликогена невелики н их хватает в срелнем на несколько часов. максимум 
на сутки. На какос-то время гликогенолиз покрываст расход глюкозы нейронами мозга (и 
другими тканями), а зааем истощение запасов гликогена усугубляет гипогликсмию и вызы- 
вает связанные с исй осложнения. У голодных людей. лиц, находящихся на дисте, больных 
дпабстом. пациентов, принимающих гииогликемичсеские (за исключением толбутамила) или 
гепатотоксичные (паранетамол, изониазид, альдомет, фенотиазипы, некоторые антибиотики и 
др.) средства, а также у алкоголиков заласы гликогена в исчени снижены и прием небольшого 
копичества спиртного может приводить к неблагоприятным послелствиям. В табл. 8-5 приве- 
лены осложнения. которые возникают после приема этилового снирта у лиц со сниженным 
запасом гликогена в печени. 


Таблица 8-5. Осложнения. возникающие после приема этилового спирта у лип со снижениым запасом 
гликогена в печени 


Осложнение Мехапизч развития осложнения 
Гипогликсмия Снижение уровия глюкозы в клетках и утнстенис глюконсогенеза в них 
Алкогольный кетоацидоз частично компенсируется липолизом. олнако жиры при дефините НАД” 


окисляются нс полностью. и промежуточные продукты нх обмена вызы- 
вают кстеапидоз 


Жировая дистрофия исчени | Повышение концентрации триглийсрилов вызывает ннфильтранию 
Алкогольный генатит клеток печени. причем жировые вакуоли образуются в псчени лаже при 
Цирроз кратковременном действии этанола. В доиолнснис к этому при регуяяр- 
| ном приеме спиртного нарушается продукция липопротеннов, что вызы- 
‚вает повреждение митохондрий, образование супероксилных радикалов 
и антител к гепатоцитам 


Нарушение тканевого дыха- | НАД' отчуждается от других. пелублирусмых биохимических рсакиий. и 
ния, гипоксия, анемия, они останавливаются (например, реакиин глутарил-КоА дегилроғсназы, 
нейропатия. кардиомиопа-  эритроцитарной гяутатионрелуктазы в электронно-транспор1ной цепи 
тия. снижение иммунитста, ; фяавопротеннов). что вызываст дефинит образования энергии и создаст 
опухолевый рост, ссборрей- | основу для изменсния морфологической структуры аруних тканей 

ный дерматит и т.д. 
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Представленные в табл. 8-5 осложнения могут наблюдаться при воздействин больших ко- 
личеств этанола и сго концентрации в плазме крови от 1.5 до 3 г/л и более. особенио если 
паниент, принявший его, был голодным. 

Вторым по значимости путем биотрансформации этанола является его окисление в эндо- 
плазматическом ретикулуме микросом (микросомальная этанолокисляющая система — МЭОС) 
с участием иитохрома Р450 (тип СҮР206 — дебризохингидроксилаза). Этот путь биотрансфор- 
мацин включается при уровне этанола в плазме крови в среднем 1 г/л. При сформированной 
зависимости от этанола система МЭОС работаст наравне с биотрансформацией легилрогеназа- 
ми, что при сохраненной фуикции печени проявляется повышенной толерантностью пациен га 
к действию спиртного (выражение: «пьст, как лошадь»). Окисление алкоголя в системе МЭОС 
также приводит к образованию аистальдегида, а в результате реакини блокируется окислитель- 
ное фосфорилирование. Таким образом, при гликолизе образуется только тепло: субъективно 
становится жарко. объективно снижается толерантность к хололу. Это обстоятельство является 
причиной замерзания пьяных людей, так как они ие чувствуют холода. Также отмечена прямая 
пропорциональная зависимость между глубиной иптоксикации. гипотермией, гипогликемией 
и нарушениями ритма сердца при острой интоксикации этанолом. 

Помимо биотрансформации этанола. цитохромы участвуют и в метаболизме многих лс- 
карственных вешеств. причем некоторые лекарства способны изменять их ферментативную 
активность, тем самым опосрелованно воздействовать на метаболизм этанола. Присм этанола 
на фоне инлукторов активности цитохромов (дифенина, карбамазепина, рифамницина и др.. 
см. ги. 4) приводит к ускорению его ферментативного катализа и быстрому образованию аце- 
тальдегида. На фоне блокагоров цигохромов (серталина, циметидииа, цизаприда и др., см. 
гл. 4) уровень этанола в плазме крови булет высоким, что приводит к несоответствию количес- 
тва выпитых спиртных напитков и реального состояния больного при осмотре. При этом как 
индукторы, так и блокаторы способны вызывать побочные эффекты. 

Окисление в пероксилкаталазной системе микросом клеток печени явяястся третьим пугем био- 
трансформации этанола, в результате которого образустся. помимо ацетальцегила. эндопероксила 
и НАДФН. Это приводит к дефициту НАДФ“ и торможению окислительного фосфорилирования. 
Последствия перечисленных реакций ферментативного катализа этанола представлены в табл. 8-6. 


Таблица 8-6. Клинико-биохимические последствня ферментативного катализа этанола 


Ферменты реакции Продукт реакини Последствия реакции 
Алкогольлегидроге- — Апеталилегиял, Яактацилемия, гиногликемня. анстальлегндемия, снижение 
паза НАДН РН крови 
Альдегиддегилроге- Уксусизя кислота  Декомпеисапия метаболического ашплоза. Нарушения 
наза функции нечени, миокарла, кишечпика (за счет гипер- 


ноляризации мембран их клеток, вследствие накопления 
восстановленного НАЦН). Развитие ксгояйидозз. блокола 
глюкоисогенсза 

Нарунение обмена жиров 

Образование эндоперскисей 


Ферменты МЭОС Ацстальлегил Анетальлегилемня н дальнейшее снижение рН крови. 
угрожающая гипогликемия. гипотермия, нарушения ритма 
сердпа, замерзанис. большой риск побочиого действия 
вводимых на фоне интоксикации лекарств 


Пероксилкаталазная Апегтальлеғия. Дефииит энергии. гиногликемия 
система НАДФН 


При интоксикании легкой и средней степени вывеление этанола из организма полчиняется 
кинетике нулевого порядка. Это означает, что в единицу времени окисляется фиксированиое 
количество спирта, несмотря на его концентрацию в илазме крови. При тяжелой степени 
отравления в силу сочетанной работы всех ферментиых систем биотраисформации этанола 
скорость его выведения из организма возрастает и подчиняется кинетике |-го порядка: чем 
больше введено, тем болыпе выводится. 

Средняя скорость метаболической элиминапин у взрослого человека составляет 7--10 г этанола 
в Ри. что сопровождается снижением его концентрации в плазме крови на 0,15—0,20 г/л в іч. У ал- 
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коголиков в силу сочетанной работы двух метаболических систем расшепление этанола происходиг с 
большей скоростью. которая лостигает (),30) — 0,40 г/л в | ч. У детей она составляет 0,28 г/л в 1 ч 

Основным критерием. отражающим степень клинических расстройств при острой интоксика- 
ции этанолом. является сго коннентрация в плазме крови (табл. 8-7). 

Легочный путь экскреции этанола незначителен и составляет 0.05% его уровня в плазме крови. 
Олнако он имеет значение с точки зрения лиагностики алкогольного опьянения. Счигается. что 
порог ошущения запаха алкоголя в вылыхасмом возлухе опрелеляется при содержании этанола в 
крови не ниже 0.3 г/л. при увеличении этой концентрации ло 1.2 г/л запах ошущастся у всех людей, 
При высокой темиературе окружающей срены обонятельный порог понижается. а при низкой — 
повышается. Сохранение запаха зависит от количества выпитого и может косвенно указывать на 
давность нрисма спиртного. В табл. 8-8 приведены ланные сохрансния запаха спиртного в выдыхас- 
мом воздухе в зависимости от количества выпитого. 

При использовании этого признака в качестве днагностического при алкогольном опьяне- 
нии необходимо помнить о гом, что запах вылыхаемого возлуха может быть обусловлен рялом 
причин и влиять на воспрнятие запаха алкоголя, например отравление цианидами сопровож- 
дается запахом горького мнндаля. присм тетурама или отравление сероуглсродом запахом 
тухлых яиц, мышьяка или таллия — запахом чеснока. Некоторые заболевания, з также голода- 
нне влияют на запах вылыхаемого воздуха, например при диабете появляется фруктовый запах. 
при уремии — аммиачный. 

Этанол накапливается в грудном молоке и активно выводится молочными железами. Обычно 
его концентрация в грудном молоке превышает на 10% конценграцию в плазме крови. 

При попадании в организм человека алкоголь через некоторое время начинает перераспре- 
деляться между тканями. Среднее значение его концентрации при этом оценивается по срав- 
нению с концентрацией в крови. В табл. 8-9 приведено распрелелеиие этанола в нскоторых тканях. 
органах и биологических жилкостях по отношению к распределению в крови. 


Таблица 8-7. Концентрация этанола в плазме крови и соответствующие ей клииические проявления 


Концентрация этанола в Клнинческне проявления 
плазме крови н степень ми- 
токсикацин 
0.5 г/л Без видимых отклонсний в поведении и самочувствии. измсисния регис- 


трируются только с помощью специальных тестов 


1,0—1,5 г/л — эйфория Увеличение контақтности, говорливость, повышенная самооценка, сни- 
жение внимания. нарушение выполнения заданий при тестовой оценке 


1,5—2.5 г/л — возбуждение Эмоциональная лабильность. снижение скорости тормозных реакций. 
потеря критики. нарушение памяти. способности сосредоточиться. вос- 
ириятия, мышечная лискоординация 


2.5—3,0 г/л — оглушение Дезорненгация, вязкая речь и спутанность сознания, головокружение, 
гиперэмоциональность (страх, злюбд. грусть и т.д.), сенсорные нарушения 
(лнплопия. нарушение ориентации в пространстве, восприятия запахов. 
цветз. формы объектов и т.д.), новынисние порога болевой чувствитель- 
ности 


3,5—4,0 г/л — сопор* Нарушсине сознания до глубины сопора; выражениос снижсине ответа 
на стимулы. полная мьпиечная дискоорлинация. неслособность стоять, 
сидеть: рвота, иепроизвольные мочеиспускание и дефекация, гинотер- 
мия. гипогликемия. судорожный синдром 


4.0—5.0 г/л — кома Анестезия, аналгезия, снижение рефлексов. гипотермия. нарушение ды- 
хания и гемодинамики. возможна смерть 


7.0 гуд и выше Смерть от остановки лыхания 


*Сопор — состояние. хзрактеризующесся утрагой сознания прн сохранении некоторых рефлекторных форм лсятель- 
ности. Человек. нахоляшийся в сопоре. может реагировать на словесные обрашения. воспринимать внешние воз- 
бужления (снет. болевые возлействия). но по нх окончанин снова впадает в прежнее состояние. При выходе из него 
воспоминания о прошедшем периоде отсутствуют или носят отрывочный характер. Состояине солора обычно являегся 
следствием тяжелого поражения головного мозга н может прелшествонать коме 
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'Габлина 8-8. Сохрансние запаха алкоголя в пыяыхасмом воздухе в зависимости от количества и состава 
спиртного 


Спиртное Количество спиртного, г _ Сохранение запаха 
’ в вылыхлемом воздухе, ч — 

Водка 50 1.5 

100 3,5 

200 7.0 

250 9.0 

500 18.0 
Коньяк 100 4.0 

150 5.0 
Шампанское 100 1,0 

150 5.0 
Портвейн 200 3.5 

300 4.0 

400 5.0 
Пиво 500 0.5 


Таблица 8-9. Отношение расиределения эзанола в тканях. органах и биологических жидкостях к расшре- 
делению в кровн 


т 1 - 
Жировая Стекловидное 
Мое Сгусток крови клетчатка = айо ~ Слюна м а 
0.69 —0,94 0,77 0.02 0.91 1,12 0.99—1.33 


Расчет концентрации этанола в плазме крови в зависимости от количества выпитых спиртных 
напитков обычно проволится на ранних стадиях алкогольного опьянения, сше ло проведения 
химико-гоксикологических исслелований. Такой расчег производится по слелуюшей формуле: 

С ж руу, 
где С — концентрация этанола в плазме крови, г/л: О — лоза принятого спиртиого. г; У — объ- 
ем распрелеления этанола в организме человека, л. 


Пример. Работник вневедомственной охраны 55 лет массой тела 100 кг найден на посту в полмабморочном состоя» 
ннн. Со слон сослуживпев, за обедом он вынил 100 г водки «Родничок». Требуется рассчитать кониентраиню этанола 
в его крови. 

Расчет производится по слецуклией ехсме 

н. Вычисление объема распрелеления этанола (а л) у мужчины массой НУ) кт рапен: У, - 100 (масса, кг). При У, = 
0.53 л/кг, объем распрелслсния этанола составит 93 л. 

2. Обшсс количестно выпитого этанола (в г) в ИХ мл волки «Ролничоке составляст 40. 100 мл · 0.789 г 100 мл = 
31.56 г. гле 0.789 — плотность этанола, 1/мл. 

3. Копцентрания этанола н плазме крови составанет 31.56 г / 53 л = 0,59 г/л. 

4. При сравнении полученного результата с ланнымн табл. 8-7 слелует саслать вывод о несоответствии дейстни- 
тельности показаниям сослуживисв. 


За рубежом существуют и другие способы расчета концентрапии этанола в плазме крови, 
которые основываются на различных приннипах, например на так пазываемой учетно-стан- 
лартизированной дозе. равной 13.6 г этанола. 


Клиническая картина интоксикации 


Признаки интоксикации этанолом, по мнению экспертов ВОЗ, возникают при его кон- 
центрации в плазме крови 1.0 г/л и с прекрашением в связи этим процесса глюконеогене- 
за. Токсические эффекты алкоголя различаются и зависят от многих факторов. Большинство 
смертельных исходов. связанных с приемом алкоголя. происходит при концентрапин этанола в 
плазме крови около 3,5—4,0 г/л с колебанием от 2.6 г/л по 15,0 г/л. Выражсиные клипические 
признаки интоксикации наблюлаются при концентранин от 1,5 г/л и более. 
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Степень интоксикации этанолом определяется тяжестью поражения организма (см. табл. 8-7). 

При легкой степени интоксикации, соответствующей кониентранин этанола в плазме кро- 
ви от 1 до 1.5 г/л. доминируст стимулирующее действие этанола, возникает эйфория. олнако 
снижается критическая оценка окружающей обстановки, возникает переоценка своих сил и 
возможностей. Эта степень отравления лечения не требует. 

При срелней степени интоксиканин. соответствующей концентрации этанола в плазме крови 
1.5—2,5 г/л. первоначально могут возникать изменения эмоционально-волевой активности, свя- 
занные с депримируюшим действием этанола. Усиливаются импульсивность и половое влече- 
ние. однако у части мужчин снижаются возможности для его реализации. Изменения личности 
зависят от многих причии, в том числе от интеллекта, воспитания. социального положения. 
Некоторые лица становятся чрезмерно эмоциональными, контактными, аффективными, кон- 
фликтными, агрессивными, другие замыкаются и становятся безучастными или гревожными. 
По мерс биотрансформации вынитого этанола и накопления апетальдегида краснеет кожа, усу- 
губляются вегетативные реакции, возникают одышка, тахикардия. снижается АД. В диапазонс 
концентраций, условно соответствующих второй стеиени отравлсния этанолом, часто выявляст- 
ся толерантность к нему, хотя у некоторых субъектов уровень 1,5—2,0 г/л вызывает тяжелый сон. 
а другим требуется проведение лечебных мероприятий и госпитализация в стационар. 

При тяжелой интоксикации, соответствуюнюй концентрании 2,5—3,0 г/л выражено депри- 
мирующее действие этанола, развивается тяжелый сон, снижается АД. у некоторых лини от- 
мечается брадикардия. По мере декомпенсации гемодинамики формируются тахикардия, ап- 
ноэ. Снижаются рефлекторные реакции (тактильные, болевые), сознание угнетается вплоть до 
комы. 

Алкогольная кома наблюдается при концентрации этанола 5.0 г/л (иногда — при концент- 
рапии более 3,5 г/л). Первичная кома обусловлена депримирующим и наркотическим действи- 
ем этанола на ЦНС. Она возникает в ближайшие часы после его приема в большом количестве. 
Во многих случаях налоксон и глюкоза оказывают пробуждающее действие. При первичной 
коме имеют место гипотензия. тахикардия, может отмечаться транзиторная неврологичсская 
симптоматика (снижение порога болевой чувствительности. повышение или снижение тонуса 
мыши, сухожильных рефлексов, «игра зрачков» и т.д.). За тяжелой интоксикацией и алкоголь- 
ной комой следуют осложнения: декомпенсация дыхания, гемодинамики, а виоследствин и 
когнитивных функций, чго требуст интенсивного лечения. 

Смерть при отравлении этанолом развивается вследствие остановки дыхания и/или острой 
сердечно-сосудистой недостаточности. Ее причинами могут быть нарушения: 

• ЦНС (отек мозга. субарахноидальное кровоизлияние, энцефалонатия); 

• респираторной системы (западение языка и обструкиия лыхательных путей, вследствие ас- 
пирации рвотных масс и/или асфиксии); 

• сердечно-сосулистой системы (ранние коллапсы вследствие депримируюшего действия эта- 
нола, поздние коллапсы, обусловленные миокардиодистрофисӣ. кардиомиопатисй, наруше- 
ниями ритма сердца): 
печени (токсичсская гспатопатия); 

• обмена веществ (гипогликемия, алкогольный кетоацидоз); 
переохлаждение (нентральная гипотермия). 

Перечисленные осложнения могут быть взаимосвязаны или могут сочетаться лруг с другом. 


Диагностика отравления 


Действующее законодательство в области медицинского освидетельствования алкогольного 
опьянения. Российское закомодательство прелусматривает ряд наказуемых деяний, связанных с 
употреблением спиртных напитков (см. электронное приложение). 

• Управление транспортным средством волителем. нахоляшимся в состоянии опьянения. или 
передача управления транспортным срелством лицу, находящемуся в состоянии опьянения 
(статья 12.8 Кодекса РФ «Об административных правонарушениях»). 

„ Раснитие алкогольной и спиртсодержащей пролукции в общественных местах (статья 20.20 
Колекса РФ «Об административных правонарушениях»). 

• Появление в общественных местах в состоянии опьянения (статья 20.21. Кодекса РФ 
«Об административных правонарушениях•). 
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• Вовлечение несовершеннолетнего в употребление спиртных напитков (статья 6.10. Колекса 
РФ «Об админисгративных правонарушениях»). 

= Появление на работе в состоянии алкогольного опьянения (статья 81 Трудового копскса РФ). 
На практике наиболыцее внимание улеляется правонарушениям. связанным с управлением 

трансиортным средством водителем. находящимся в состоянии опьянения. 

Водитель. находящийся в состоянии опьянения, отстраняется от управления транспортным 
средством и подлежит направлению на медицинское освилетсльствование (статья 27.12 Кодек- 
са РФ «Об алминистративных правонарушснияхе). 

Мелининское освидетельствование вхолит в перечень мер обеспечения произвайства но делу 
об алминистративном правонарушении (статья 27.1 Колекса РФ «Об административных правона- 
рушениях») и рассматривается как комплекс мер. направленных на обнаружение на теле человека 
особых примет. следов преступления. телесных повреждений, выявление состояния опьянения 
или иных свойств и признаков. имеющих значение лля уголовиого дела, если для этого не требу- 
ется производство сулебной экспертизы (статья 179 Уголовно-процессуального кодекса РФ). 

Порялок осуществления медицинского освидстельствования на состояние опьянения регла- 
ментируют сделующие нормативно-правовые акты: 

• Постановление Правительства РФ от 26.12.02 № 930 «Об утверждении правил медицинского 
освилетельствованния на состояние опьянения лица. которое управляет транспортным срелс- 
твом. и оформления его результатов». 

Федеральный закон от 10.12.95 № 196-ФЗ «О безопасности дорожного движения». 

Приказ Министерства здравоохранения РФ от 14 07.03 № 308 «О медицинском освидетель- 

ствовании на состояние опьянения». 

• Приказ Министерсгва злравоохрансния и социального развития РФ от 10.01.06 № 1 
«О внесснии изменений в приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 
14 июля 2003 г. № 30%». 

= Методические указания Министерства здравоохранения СССР от 02.09.38 № 06-14/33-14 
«Медининское освидетельствование лля установления факта употребления алкоголя и со- 
стояния опьянения». 

» Приказ Министерства злравоохрансния РФ от 05,10.98 № 289 «Об аналитической диагнос- 
гикс наркотических средств, психотропных и других токсических веществ в организме чс- 
ловек&®. 

» Приказ Министерства внутренних дел РФ от 23.03.93 № 130 «О мерах по реализации Закона 
Российской Фелерацин „О внесении изменений и дополнений в Кодекс РСФСР об ал- 
министративных правонарушсинях, Уголовный кодекс РСФСР, Уголовно-процессуальный 
колекс РСФСР“. 

В соответствии с вышеназванными нормативными документами медицинское обеспечение 
безопасности дорожного лвижения заключается в обязательном медицинском освидетельство- 
вании и переосвидетельствовании канлилатов в водители и волителей транспортиых средств, 
провелении прелрейсовых. послерейсовых и текущих медицинских осмотров водителей транс- 
норгных средств (статья 23 Федерального закона «О безопасности дорожного движения»). 

В случае. когда в отношении водителя транснортного средства имеются достаточные основа- 
ния полагать. что он паходится в состоянии опьянсния. в установлениом порялке проволится его 
освидетельствование на состояние опьянения с применением инликаторной трубки «Контроль 
трезвости» или других предназначенных для этих ислей техиических срелств. Если водитель не 
согласен прохолить освилетельствование на состояние опьянения с применением индикаторной 
трубки «Контроль трезвости» либо других технических средств, а также в случае несогласия с 
результатами провеленного с применением указанных средств освилстсльствования, он направ- 
ляется на медицинское освилетельствование (статья 2 Приказа МВД РФ № 130). 

Критериями, при наличии которых нмсются достаточные основания полагать, что водитель 
транспортного средства находится в состоянии опьянения и ноллежит направлению на меди- 
цинское освидетельствование. являются (приложение № 6 к Приказу МЗ РФ «О медицинском 
освилетсльствовании на состояние оньянсния»): 

• запах алкоголя изо рта; 

е неустойчивость позы; 

• парушение речи; 
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• выраженное дрожание пальцев рук; 
= резкое изменение окраски кожных покровов лица; 
• повсленис, не соответствующее обстановке. 

Медицинское освилстельствование на состояние опьянения лица. которое управляет транс- 
портным срелством, проводится в организациях здравоохранения, имеющих лицензию на осу- 
шествление мелицинской деятельности с указанием соответствующих работ и услуг, а также и 
в спениально оборулованных лля этой иели перелвижных пунктах (автомобилях). соответству- 
ющих установленным Министерством здравоохранения РФ требованиям. Освилетельствова- 
ние проводится на основании протокола о направлении на освилетельствование. подписанного 
лолжнослным лицом, когорому предоставлено право госупарственного надзора и контроля за 
безопасностью движения и эксплүзтании транспортного срелства. 

Средство (вешество). вызвавшсе опьянение. определяется по результатам химико-токси- 
кологического исследования. проводимого в порядке, устанавливаемом Министерством зара- 
воохранения РФ. При освидетельствовании используются технические средства индикации 
и измерения. зарсгистрированные и разрешенные Минисгерством здравоохранения РФ для 
использования в мелицинских пелях и рекомендованные лля проведения медининского осви- 
детельствования на состояние опьянения. 

Для количественного опрелеления алкоголя в вылыхаемом воздухе, количественного он 
ределения элкоголя. наркотических средств. психотропных и пругих вызывающих опьянение 
вешеств в биологических средах человека используются технические средства. проверсиные в 
установленном Государственным комитетом РФ по станлартизации и метрологии порядке, тип 
которых внесен в Государственный реестр средств измерения и проверка которых в процессе 
эксплуатации осуществляется с нерподичностью, установленной Госуларственным комитетом 
РФ по станлартизации и метрологни при утверждении данного типа срелств измерений. 

Основой заключения о состоянии освидетельствуемого служат данные комилексного мели- 
пинского освилетельствования с учетом результатов лабораторных исслелований. 

При наличии клинических признаков опьянения и невозможности лабораторным исслело- 
ваннем установить вызвавиее опьянение вещество заключение о наличии состояния опьяне- 
ния выносится на основании установленных клинических признаков опьянения. 

При оказании неотзожной мелицинской помощи в медицинских организациях лицам, но- 
стралавіним в лорожно-лранспортных происшествиях и находящимся в тяжелом состоянии, 
вне зависимости от наличия или отсутствия протокола о направлении на освилетельствование. 
подписанного должностным лицом. которому предоставлено нраво государственного надзора 
и контроля за безопасностью движения и эксплуатании транспортного средства. заключение о 
наличии опьянения выносится по результатам химико-токсикологического исследования био- 
логического объекта (кровь или моча). проводимого в установленном порядке, при наличин 
абсолютного этилового спирта в крови в концентрации 0.5 г/л и болес (приложение № 3 к 
Приказу МЗ РФ № 1 «О виссении изменений в приказ Министерства здравоохранения Рос 
сийской Федерации от 14 июля 2003 г. № 308»). 

Многие государства законодательно утверлили допустимый уровень алкоголя (предельно 
лопустимые концентрации — ПДК) в крови водителей транспортных средств (табл. 8-10) в 
промилле. 


Таблица 8-10. ПДК этанола в крови (в &е). установленные законодательством пскоторых государств 


Страна _ ПАК Страня | ко Страна ПДК 
Австрия 0.8 Дания 10.8 Фиилиидия 9,5 
Бельгия 0,5 Италия 0.8 Франция | 0,5 
Великобригания 0,8 Люксембург [0,8 Швеция 0.2 
Германия 0.8 Нидерлланды 10.5 Япония 0.5 
Греция 0.5 США }.0 


В соответствии с приказом Министерства здравоохранения и социального развития ( МЗиСР) 
РФ № 1 «О внесении изменений в приказ Министерства здравоохранения Российской Феле- 
рации от 14 июля 2003 г. № 308» внесены изменения в «Инструкцию по проведению мелицин- 
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ского освилетельствования па состояние опьянения лица, которос управляет транспортным 

средством», утвержденную ранее приказом № 308: 

• срелство (вешество). вызвавшес опьянение. за исключением алкоголя. опрелеляется но результа- 
там химико-токсикологического исследопання биологического объекта (п. 9 приложения № 3); 

• при освилетельствованни во всех случаях осушествляется исследование выдыхаемого возлу- 
ха на алкоголь (п. || приложения 3); 

• заключение о состоянии опьянения в результате употреблення алкоголя выносится при нали- 
чин клинических признаков опьянения и положительных результатах определения алкоголя в 
выдыхаемом воздухе при помоніи одного из технических средств измерения, проведенного с ии- 
тервалом 20 мин, или при применении не менее двух разных технических среаств инликации ма 
наличие алкоголя в вылыхаемом воздухе с использованием их обонх ири кажлом исследовании. 
проведенном с интервалом 20 мин. В пункте 16 акта отмечастся, что забор биологического объ- 
екта для химико-токсикологического исследовация не осуществлялся (п. 16 приложения № 3). 
Для обнаружения алкоголя у живых лиц используются кровь. моча, слюна и выдыхасмый воздух. 
В соответствии с «Положением о правилах отбора проб на обнаружение алкоголя. нар- 

котических средств, исихотропных и других токсических веществ». утвержденным прика- 

зом Министерства здравоохранения «Об аналитической диагностике наркотических средств, 
психотропных и других токсических веществ в организме человека» (лалее Положение) при 
поступлении в лабораторию все лостанлениыс образны должны быть тшательно осмотрены 

н зарегистрированы. при необходимости в журнале приема должны быть сделаны замечания. 

касающиеся любых нарушений упаковки образца. Информация на пробирках должиа точно 

соответствовать сопроводитсльной документаиии. Присвоение специального или штрихового 

кола образиу позволяет контролировать его прохожление через лабораторию (см. гл. 5). 
Определение алкоголя в крови является наиболее объективным способом установления факта его 

употребления. В связи с тем что отбор проб крови может осуществляться только медипинским 

персоналом в лечебных учпежлениях. на практике чаше исследуют мочу и слюну. Кровь отбирают 
ғолько при наличии соответствмощих показаний (Методические указания МЗ СССР «Медицинское 
освилетельствование для установления факта употребления алкоголя и состояния опьянения»). 

Правила забора образиов крови. В соответствии с Положением кровь забирастся из поверх- 
ностной вены самотеком в сухой флакон из-под пенициллина. содержаший раствор гепарина 
{3—5 капель на кажлые 10 мл крови). Для химико-токсикологического исследования на нали- 
чие алкоголя достаточно 2—3 мл крови. Исслелование на алкоголь проводится в течение 1 ч 
после получения биологических проб. Допускается хранение пробы (при условии ассптическо- 
го отбора) в хололильнике при температуре 0 °С не более 1 сут. При заборе крови лля дезин- 
{фекции участка кожи нсдонустимо использовать средства. содержащие этанол. 

При заборе пробы крови обследуемый должен быть проииформирован о нсобхолимости за- 
бора даиного объекта на анализ. после чего должно быть получено его нисьмениое согласие. 

Слелуст иметь в вилу, что при определении алкоголя возможны его потери. а также могуг 
быть получены завышенные результаты. 

Потери этапола возможны за счет: 
= испарения при хранении образцов в негерметично закрытых емкостях. вне холодильника, 

емкостях. объем которых значительно превышает объем образца; 

• окисления кислоролом крови и воздуха. контактирующего с кровью: потери могут составить 
0.02 мг/лл в пень при 4 °С. 6 мг/дл в лень при 37 °С и 43 мг/дл в день при 62 °С (присутствие 
консерванта плияние не оказывает): 

• микробной обсемененности (хранение образнов в условиях пониженой температуры и в 
присутствии копсервапта натрия фторила). 

Завышенные результаты опрелеления (увеличение коннентранин этанола) могут быть полу- 
чсны из-за использования средств для дезинфекини. содержащих алкоголь. 

При интериретацин результатов исследования крови учитывают соотношение концентра- 
ций этанола в цельной крови. плазме и эритроцитарной Массе; соотношение концентраций 
этанола в артериальной. венозной и капиллярной крови; степень корреляции концентрации 
алкоголя в крови с клиническими проявлениями оньянения (см. табл. 8-7). 

Определение алкоголя в моче. Коицентрация этанола в пробе мочи, взятой из мочеточников, 
соответствует кониентрации этанола в артернальной крови, поступающей в почку (см. гл. 2.4). 
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На практике отбирают пробу мочи. содержащейся в мочевом пузыре, гдс концеитрация этано- 
ла ностоянно меняется из-за вновь поступающих порций мочи. 

В соответствии с Положением лля исследования па алкоголь достаточно 2—5 мл мочи: 
пробу помещают во флакон из-под пенициллина, который закрывают стандартной резиновой 
пробкой с последующей фиксацией алюминиевым колпачком. Загрязнение образца мочи эта- 
нолом извне должно быть исключено (см. электронное приложение). 

Определение алкоголя в слюне. Отбор слюны прост в исполнении и сводит к минимуму риск 
заражения персонала вирусом гепатита или СПИДом. 

Слюна (5аЙуа} — шелочная жидкость, секретируемая большими слюнными и другими же- 
лезами слизистой оболочки полости рта. Основными составляющими слюны являются вода 
(ло 99.5%). слизь. ферменты (ғлюкозидаза и амилаза). муконолисахарилы, гликопротеины, 
иммуноглобулины, соли, электролиты. Слюна очнщает полость рта и обладает бактерицидным 
свойством. В течение суток образуется около | л слюны. 

В стрессовой ситуации слюноотделение спижастся. поэтому для сиимулянии отделения 
слюны применяют жевательную резинку, жевательный воск, кусочки резины. тефлона или 
лимонные капли и раствор лимонной кислоты. Надежнее использовать различные приспособ- 
ления и устройства лля отбора слюны, например устройство ЗаЙусис” или систему для отбора 
ультрафильтрата слюны, функшиюнирующую по принципу осмотического насоса. 

Определение алкоголя в выдыхаемом воздухе. Это паиболсе простой и доступный способ установ- 
ления факта опьянения, однако полученные результаты измерений часто вызывают сомнения. 

При интерпретации результатов определения этанола слепует учитывать закономерности 
токсикокннетики этанола (табл. 8-11). 


Таблица 8-11. Результаты экспертизы. требующие интерпретации 


| 

_ Показатели | а _ Примечание ь мери 

Соотношение коннент- |Нанбольшее количество этанола содержится в плазме, наименывее — в эрит- 

раций этанола в иель- | ронитариой массе: | 

ной крови. плазме и ® сыворотка/плазма 1[.00 + 0.01. возможный диапазон 0.98—1,04: 

эритроцитарной массе |® сыворотка (плазма) / исльная кровь: 1.12 + 0.02 или 1.10, возможный лиа- 
пазон 1,03—1.24 


Соотношение концент- |Кониентрации эганойа в мозге, легких, почках в наибольшей степени соот- 
раций этанола в арте- ветствуют концситрацин этанола в артериальной крови“ 
риальной и венозной Кониентрация этанола в мышечной ткани соответствует концеитраиии эта- 
крови нола в венозной крови 
Соотношение межлу концентрацией этанола в артериальной, вспозной и 
капиллярной крови зависит ог фазы алкогольной ин!оксикации: 
• в фазу абсорбции концентрация этанола в артериальной крови вышс. чем в 


венозной; 
® в фазу элиминаиии кописитрация этанола в артериальной крови ниже. чем 
‚в венозной 
Стеиснь корреляции Определение наличия алкоголя не позволяет окончательно судить о степе- 
концентрации алкоголя ни опьянения человека. Это связано с нсодинаковой рсакцисий различных 
в крови с клиничсс- инливилов и непостоянной реакцией одного человека на олни и те же дозы 
кими проявлениями алкоголя. а также фазой алкогольной нитоксикаиии 
опьянения Выявление в биологических средах организма содержания алкоголя. пре- 


вышаюшего энлогенный уровень. свилстельствуст о факте употребления 
‘спиртных напитков 


Концситрация этанола В фазе абсорбини концентрация этанола в моче из мочевого иузыря вссгша 
в пробе мочи. взятой из | ниже, чем в крови. в фазе элимннапии — выше, чем в крови, поэтому алкоголь 


мочевого пузыря может быть оирсделен в моче. когда экзогенный этанол в крови уже отсутствует 
Кониснтрания этанола |Соотношение между концентрацией этанола в слюне и капиллярной крови 
в слюие в средием составляст = 1,1 (лиапазон 0.88— 1.36). В зависимости от времени, 


прошедшего после последисго присма алкоголя. разность концентраций в 
венозной крови и слюне может принимать как положительные. так и отрица- 
тельные значения 

Этанол можст адсорбироваться на слизистой оболочке ротовой полости и 
рогоглотки после употребления спиргсодержащих лекарственных препаратов 
и ряда иншевых продуктов, что повысит кониентрацию алкоголя в слюне (в 
течение 10—20 мин). поэтому при положительном результате следует повто- 
рить опредсленме через 20 мин 

‚ Анализ слюны проволят при невозможности отбора пробы крови из-зз раз- 
личных причин 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 713 


Окончание табл. 4-11 


Соотношение кониентраций этанола н крови и выдыхаемом возлухе постоян- 
по и с учетом отношения плотиости воздуха и крови в срелнем равно 1:2200 
{лианазон 1:1300—1:3600}. т.с. 2200 см? альвсолярного воздуха содержит такое 
же количество алкоголя, что и | см’ крови 

Содержание иаров алкоголя в вылыхасмом воздухе выражается в миллигрям- 
мах на | м? и с учетом отношения няотности крови и воздуха 0,[ г/л алкого- 
ля в крови соо1ветствуст примерно 45 мг/м` алкоголя в выдыхяемом воздухе 
При этом 45 мг/м’ в вылыхнемом возлухе соответствует 0,1 промилле”? 
алкоголя в крови или содержание алкоголя 450 мг/м? в выдыхасмом воздухе 
соответствует в пересчеге 1 промилле алкоголя в крови 

На результаты опрсислсния влияют употребление спиртсодержаших лекарств 
и/или продуктов (в течение 10—20 мин). курение из-за восстановнтельной 
способноєзн сосдинения углерода (в течение 5 мин), надичие в окружающей 
среле (или в ротовой полости) следовых количеств летучих веществ (ацетона). 


Концентрация этанола 
в вылыхаемом возлухе 


* Забор проб артериальлой крови сложеи и не используется в экспертной практике. 
** Промилле — одна тысячная доля какого-либо числа. обозначасмая знаком Фо (одна десятая процента). 


Методы исследования этанола 


Первый количественный метод определения алкоголя в крони был разработан в начале 
ХХ века Кларком. молифинирован Видмарком и известен как метод Видмарка. Этанол онре- 
деляли окислением дихромата калия в серной кислоте с последующим титрованием избытка 
окислителя. Метод Вилмарка неселективен по отношению к этанолу крови, так как и лругие 
соединения (например. меганол) окисляются в этих условиях. лавая ложноположительный 
результат. 

В настояшее время для определения этанола используются методы, осиованные на раз- 
личных физико-химических принципах (табл. 8-12). обеспечивающие его иадежную иденти- 
фикацию и количественную или полуколичественную оценку. Оборудование, используемое 
при определении этанола. лолжно быть включено в Перечень разрешенных к применению 
мепицинских изделий (излелия мелипинского назначения и мелицинской техники) для скри- 
пинговых исслелований наличия алкоголя в организме человека или в Перечень приборов, 


разрешенных к применению в мелицинской практикс. 


Таблица 8-12. Методы опрелеления этанола у живых лии” 


Методы 


Способы реализации 
н оборулованне 


Определсине этанола в выдыхаемом воздухе 


Химические 


Проба А.М. Рапопорта: в две 
чистые сухие пробирки наливз- 
ют по 2 мл дистиллированной 
волы. В олиу из них опускают 
пипетку с узким вытянутым 
концом, и испытусмый вылыхя- 
ет через пее 1.9—2,1 л воздуха в 
течение 20—30 с. В обе пробир- 
ки приливаюг но 20 капель х.ч. 
Н,5О, концентрированной и за- 
тем но Рканле 0.5% свежепри- 
готовлениого раствора КМпО, 


Индикаторные трубки Мохо- 
ва— Шинкаренко «Контроль 
трезвости»: 

реагент инликагорных трубок: 
силикагель, имирегнированный 
раствором хромоного ангилрида 
в кониеитрироваиной Н,50, 


Результат 


Если спусія 2 мин 
окраска раствора ис 
изменилась в сравнении 
с окраской контрольного 
раствора, экзоениый 
алкоголь в организме 
отсутствует 


Поя возлейслвисм паров 
этапола реагент воєста- 
павянвается — Сг (МІ) 
персхоян в Сг (11) и 
оранжевый (желтый) 
ивег реагента изменяется 
на зслепый 


Примечание 


Испытусмый на момент 
исслелования пол воз- 
действием алкоголя не 
находится. 

Не исключены ложно- 
положительные резуль- 
таты из-за присутствия 
в пробе других восега- 
навливаюших реагент 
пеществ. 
Чувствительность опре 
лелсиня 0.2% 


При возлействии паров 
бензина, скинидара, 
уксусной кислоты, кам- 
форы. фенола. лихлоро- 
этана реагент ирнобре- 
тает тсмио-коричиевую 
окраску 
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Электрохимичес- Поргативные устройства 


кие 


ИК-спетромст- 
рия 


используют электрохимичес- 
кую ячейку. в которой этанол 
пропорпионально окисляегся до 
аниетальдегила. 

Асп Ј4Х (фирма Аісоћої 
Сошмегтеаѕиге Зумет5. Кана- 
ла) н Моп Аісоітеїісг 50—400 
(фирма Шоп Габогаюйез 1ха.. 
Великобритания) — приборы 
для экспрессного измерения 
концентрации этанола в вылы- 
хасмом воздухе, оснащенные 
электрохимическим детектором 


Современные ИК-анализаторы 
используют несколько длин 
ВОЛН. 

Анализатор Шоп Ітохіухсг-5000 
— три длины войны: 3.80. 3,48 
и 3.39 мкм: 

Анализатор Гоп Їпкохіутег-5000 
— две ллины волны: 3.40 мкм 

и 9,36 мкм; анализатор АКПЭ- 
01 (ЗАО НПФ «Мета». Россия) 
— одну длину волны: 3.40 мкм 


Опрсделенис этанола в биологических жидкостях 


Биохимические 
(энзиматнчес- 
кие) 


Тест на алкоголь в слюне: высо- 
косисцифичная ферментативная 
резкния окисления первичных 
спиртов до зльдегийа и ис- 
роксида водорода, который. 
разлагаясь в присутствии перок- 
силазы хрена. вызывает окис- 
ление хромогена и образование 
окрашенного продукта. 
Индикаторная шкала солержит 
4 цветовых зон. соответствую- 
щих концентрациям алкоголя 

0, 0.2. 0,5, 1 н 2 г/л этанола в 
крови. 

Полоски инликаторные 
АЛКО-СКРИИ (1) 
АЛКОСЕНСОР {2) 


Показания прибора — 
концентрация этанола в 
граммах па | л в пере- 
счете на кровь 


Результат количест- 
венного определения 
этанола фиксируется на 
бланкс и в электронной 
памяти прибора. 
Показания АКИЭ-01 — 
концентрация этанола 
в микрограммах на | л 
вылыхаемого воздуха 


Кониентрацию алкоголя 
в апалнзируемом образие 
опрелеляют с помошью 
пнстовой шкалы по ии- 
тенсивностн окраски. 
Минимальная опредсляс- 
мая концентрация этамо- 
ла — 0,02% алкоголя. что 
соответствуег 

0.2 г/л алкоголя в пере- 
счете на кровь. 
Чувствительность опре- 
деления: 

0.2% (для АЛКО- 
СКРИН) и 

0.15%о (лля АЛКОСЕН- 
СОР) 


Продолжение таба. 8-12 


Метанол, изопропа- 
ноя и другие летучие 
вещества. оксляющисся 
в этих условиях, лают 
ложноотрииательные 
резульлаты. 
Изонропанол образу- 
ется эндогеино ири 
восстановлении ането- 
на. уровень которого в 
крови возрастаег при 
гололанин или диабе- 
тическом кегоацидозс, 
что надо учитывать при 
нитериретации резуль- 
татов 


Можно достоверно от- 
личить эганол от других 
перекрестно реагирую- 
ших лстучих сосаине- 
ний, 

Можно выявить при- 
сутствие этанояа в ро- 
товой полости (ПО УГЛУ 
наклона градуировоч- 
ного графика, который 
резко идет вверх из-за 
иарастания концеитра- 
ции этанола в первых 
порциях выдыхаемого 
возиуха) 


Можно определить 0.02. 
0.05, 01 н 0.2% алкого- 
ля в слюне. 

Сенсорный элемент 
чувствителен к метано- 
лу, этанолу. пропанолу 
и нечувствителен к дру- 
гим спиртам и ацетону 
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Иммупофермеит- ТРх/Ттрх-Ріх (1). 


ные 
(поляризаци- 
оиный фяюо- 


Ах5УМ (2) — иммунофлюорсс- 
иснтные анализаторы фирмы 
АБЪО.США 


Чувствительность опре- 
деления: 

0.25% лля проб мочи (1) 
и для проб цельной кро- 
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Окончание табл. 8-12 


Пояностью автомати- 
зированиый ироцесс 
провсдения анализа; 
реагеиты находятся 


респентиый ви и мочи (2) 


иммуноапализ = 
ПФИА) 


в картриджах и гото- 
вы к использованию; 
плительное хранение 
реагентов; нет нсобхо- 
лимости в ежелневной 
калибровке прибора; 
возможность исследова- 
ния елиничных образ- 
пов и работа в разных 
режимах 


Газовая хромагографня (ГХ) Сы. ниже См. ннже 
на набипиых или капиллярных 


колонках. 


Хроматографи- 
ческие и в соче- 
танин с масс- 


сисктральным Высокаэффсективиая жилкост- 
детектированием ная хроматография (ВЭЖХ). 


Масс-сисктромстрия (МС) в со- 
четации с хроматографическими 
и лругими методами разделения 


* См. электронное приложение 


На рис. 8-2 показана принциииальная схема рабогы ИК-анализатора вылыхаемого воздуха. 

Из приведенного рисунка видно. что анализирусмый газ поступает в измерительную ячейку 
прибора (2). через которую пропускается свет от источника ИК-излучения (1). который далее 
попалает через фокусирующую линзу (3) и колесо с узкополоспыми ИК-светофильтрами (4) на 
высокочувствительный фотоэлемент (5), сигнал которого обрабатывается микропроцессором (6). 


Выход выды- 
хаемого воздуха 


Ввод выды- 


Рис. 8-2. Схема устройства ИК-анализатора эзанола в выдыхземом воздухе. 


Хроматографические методы определения этанола в биологических жидкостях 


Подавляющее количество определсний этанола в биологических жидкостях выполняется с 
применением ГХ с вводом образцов методом равновесной паровой фазы. Различают статичсс- 
кий и динамический варианты (см. гл. 8.2 и электронное приложение). 

В простейшем статическом варианте образец биологической жидкости, объемом У, помеща- 
ют в вналу (флакон) — герметично закрытый сосул (рис. 8-3). общим объемом У,, вылержива- 
ют при определенной температуре ло установления равновесия между фазами. затсм газовую 
пробу, взятую из объема У, вволяг в хроматограф. 
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Исхолную концентрацию летучего компонента С, в ис- 
слелуемом образие определяют по его концентрации С в 
равновесной газовой фазе на основе коэффициента рас- 
пределения К = С/С,, гле С, — равновесная концентрания 
компонента в образис и соотношение объемов газовой (У) 

с и жилкой (У) фаз. обозначасмос как В. Эта зависимость вы- 
ражается уравнением: 


С (К + В), 

гле А — отклик детектора в виле высоты или плошали хро- 
матографического пика. 

Кониснтрапия аналита в газовой и жидкой фазах лля закры- 
той системы подчиняется законам Дальтона, Рауля и Генри. 

Закон Дальтона — давление смеси химически не взаи- 
модействующих идсальных газов равно сумме парциальных 
давлений этих газов. 

м. Закон Рауля — парциальнос давленис пара данного ком- 
понента над раствором равно давлению насыщенного пара 
над чистым конденсатом при ланной температуре, умиожен- 
ному на мольпую долю этого компонента в жидкой фазе. 

Таким образом, относительное понижение парциальпого 
давления пара растворителя равно мольной доле раствореин- 
ного вещества. т.е. 

Рис. 8-3. Сосуд. в когором получа- о 

юг пробу лстучсго компонента из Е } 0), о =) А 


определяемого образна. і 


где р,’ — давление насыщенного пара чистого растворителя 

при данной температуре; р, — давление пасыщенного пара 
растворителя нал раствором: х, — мольная доля растворенного вешества. В такой форме закоп 
применим лишь к растворам. насышенпый пар которых ведет себя как илсальный газ. Раство- 
ры, для которых соотношение выполняется при вссх концентрациях и при всех температурах 
в области сушсствовапия раствора. называются идеальными. Поэтому в реальпых условиях 
используют не лавление и конпептрапии, а летучесть или активность (коэффициент актив- 
ности) определяемого вешества. Летучесть — свойство жидких и твердых вешеств псреходить 
в газообразное состоянис, мерой которой является кониентрация насыщенного пара данного 
вешества при рассматриваемой температуре. Выражается летучесть в миллиграммах на | м* или 
миллиграммах па 1 л. 

Закон Генри: при постоянной температуре растворимость газа в ланной жидкости (выражен- 
ная его весовой кониентрацией) прямо пропорциональна давлению этого газа пад раствором. 
Этот закон хорошо соблюдастся только лля илеальных растворов и применим лишь в области 
невысоких давлений. 

В бесконечно разбавленном растворе парциальное лавление (летучесть) растворителя вы- 
числяегся по закопу Рауля, а парциалыюе давление (летучесть) растворенпого вещества — по 
закону Генри. Общее между этими законами заключается в том, что они устанавливают про- 
порциональнюсть межлу парциальными давлениями раствора и его копиентрацией. Однако 
существует и значительное различие между ними. В законе Рауля константой пропорциопаль- 
ности является парциальное давление растворителя в чистой фазе, а в законе Генри константа 
пропорциональности не имест физического смысла парциального давления чистого растворен- 
ного вешества. поскольку закон Генри применим для бесконечно разбзвленного раствора и его 
экстраполяция на конечные конпентрации недопустима. 

Чувствительность и точность парофазного метола лимитируются прежле всего процессом 
газовой экстракции, который нарялу с общимн закономерностями тралиционной жидкостной 
экстракции имест ряд существенных особенпостей. В табл. 8-13 приведены некоторые из них. 
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"Таблица 8-13. Особенности метода равновссной паровой фазы (парофизиого анализа) 


Особенности парофазного анализа 


Коэффициент распрелеления вешества между 
жилкой и газовой фазой зависит от температуры 


Парциальное давление газа зависит от темперагу- 
ры и общего лавлсиия в системе 


Отсутствие требования полноты извлечения опре- 
деляемого вешества из исследуемого объекта 


Постоянная температура — фактор обеспечения 
допустимой погрешиюсти анализа 


Постоянная температура — фактор повышения 
чувствительности метода 


Содержание опрелелясмого вещества в исследуе- 
мом объекте лимитируст липейность коинентра- 

ционной зависимости коэффициента распределе- 
иня 


Соотношение объемов жилкой и газовой фаз 
оказываст сильное влиянис на чувствительность 
и точность определения в случае малых значений 
коэффициента распрсделсния 

Отклонение от равновесных условий проведения 
парофазного анализа может приводить к грудно 
выявлясмым систематическим ПОГ решностям 


Время наступления равновесия зависит от темис- 
ратуры и скорости перемешивания фаз 


Алсорбция вешества поверхностью жидкой фазы 
может оказывать сущесгвениое влиянис па 10ч- 
ность определения компонентов раствора, резко 
отличающихся по полярности от растворителя 


При определении веществ, диссоциирующих в 
растворах. их нонизацией в газовой фазе практи- 
чески можно пренебречь 


Результаты анализа зависят от состава образца. в 
том числс от наличия посторонних ионов в пробс 


Примечание 


При количественных измереннях исобходимо стро- 
го соблюлать темиературный режим 


При количественных измерениях нсобхолимо стро- 
го соблюдать температурный режим 


Высокая чувствигельность газохромагографи- 
ческого детсктирования позволяет определять с 
помотью газовой экстракиии лаже микроприме- 
си летучих вешеств. содержащихся в жидких иди 
твердых объсктах, при очень незначительной доле 
извлеченного вешества 


Достигается при высокой точиости термостатиро- 
вания в анализируемой системе 


Для большинства органических вешеств измеие- 
пие температуры на 10 “С приводит к изменению 
коэффициента распределения на 3—8%, поэтому 
для получения точных результатов в пронессе уста- 
новления фазового равновесия необходимо поддер- 
живать темисратуру стабильной на уровис десятых 
долей градуса 

Область прелельных разбавлений в различных сис- 
темах ограничивается лиапазоном коннентраций 
0,01—1 г/л 


Для систем. в которых К > 103. при использовании 
сушсствующих устройств лля парофазиого анализа 
соотношение объемов не оказывает влияния на 
чувствительность и предел обнаружения 


Часто используются различные механические и 
лругие приспособления для перемешивания образ- 
ца. Обычно время наступления равновесия состав- 
лясг от нескольких минут до | Ч 


Например. углеводороды в воле 


Добавление электролитов. таких как хлорид или 
сульфаг натрия, фосфаты или карбонаты, приволит 
к увеличению отклика детектора (высаливающий 


эффект) 


На рис. 8-4 приведены графики зависимости отклика детектора (концентрации апалита в 
паровой фазе) от температуры как функции коэффициента распределения вешеств в водном 
растворс. 
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12000 1 Использусмые устройства очень просты и 
состоят из сосуда с образцом. помешенным в 
водяную бапю. Флакон (рис. 8-5). впутрь кото- 

10000 рого введено точное количество исследуемой 

| жидкости и внутреннего станларта. находит- 
ся в бане ло устаповления равновесия между 
фазами. При исследовании этанола в биоло- 


8000 | 
| 2 тических жидкостях это время сосгавляег ог 
д х нескольких минуг ло нескольких десятков 
000 МИНУГ. Далес шприцем, часто тоже нагретым 


зо температуры образца. парофазную пробу 
отбирают для анализа. На рис. 8-5 приведены 
схема устройства для парофазного анализа и 
4000 тнпичная хроматограмма исследования кро- 

ви на алкоголь е помошью рассматриваемого 

метола с иримененисм капиллярной колопки 
2000 с модифипированным полиэтиленгликолем 
длиной 30 м. внутренним днаметром 0.32 мм 
и толщиной фазы 0.25 мкм. В качестве де- 


С о 


П) тектора использовали ПИД. Объем образца 
40 50 60 70 во І мл. Хроматографический пик 1 соответству- 
Температура. °С ет этанолу, пик 2 — н-пропанолу (внутренне- 

А му станларлу). Концентрация этапола 0,3 г/л. 

Рис. 8-4. Графики отклика детектора при опреде- Более совершенное. но и более порогое 


ленини различных веществ метолом равповесиой 
паровой фазы в зависимости от температуры: 1 — 
этанол; 2 — этияметилкетон; 3 — толуол: 4 — гек- 
сан; 5 — тетрахлороэтилсн. 


оборудование используется лля линамическо- 
го способа ввола газовой фазы в хроматограф. 
Можно проводить исследования нескольких 
образцов в автоматическом режиме. Схема 
такого парофазного анализатора приведена 
на рис. 8-6. Обращает на себя внимание значительная длина соелипительных трубок (линий) 
от образца к газовому хроматографу. Эго основной исгочник потерь аналита за счет его необ- 
ратимой адсорбиии на внутренней поверхности и/или частичной (возможно. и полной) термо- 
деструкции. Для уменьшения влияния этих факторов приборостроители стараются сократигь 
длину технологических линий, предусматривают их термостатирование и продувку газом-носи- 
телем, при изготовлении используют специальные дорогостоящие инертные матерналы. 

Для решения частных задач, например при проведении исследований термолабильных ве- 
шеств. которые могут разрушиться до времени наступления равновесия, или при проведении 
скрипииговых исследований большого количества образцов с целью выявления лиц. употреб- 
лявших алкоголь, применяют варианты метода равновесной паровой фазы, при которых не 
дожилаются установления равновесия. Примером такого полхода являстся метод ларофазного 
анализа без термостатирования. При этом решается вопрос только о присутствии или отсутс- 
твии в образце контролируемого вещества, например этанола. Результаты количественного 
определения в этом случае носяг ориентировочный характер из-за резкого позрастаиия неоп- 
ределениоств метода. При нсобходимости принятия решений. касаюшихся уголовных дел или 
вопросов. связанных с саикциями за вождение автотранспорта в нетрезвом состоянии. требу- 
ется применение более точных и методически выверенных методов. 

До сих во всем мире при исследовании этанола широко применяется модификация паро- 
фазного анализа, в коғорой использустся дериватизация аналитов для получения алкилнит- 
ритов при реакнии спиртов в кислой средс с нитрит-ионом. Реакиия проходит за несколько 
секунд при комнатной температуре. образующиеся вещества обладают высоким парциальным 
давлением и хорошими хроматографическими свойствами. Опрелсление в этом случае прово- 
дится с использованием коротких набивных колонок при относительно низких температурах и 
детсктора-катаромстра (см. гл. 6.3). Мстод надежен при определении этанойа только в свежем 
секционном материале, Продукты распада тканей даже в незначительных концентрациях ис- 
кажают результаты. 
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Рис. 8-5. Схсма устройства дяя статического парофазного лвализа 2 
(слева) и типичная хроматограмма равновесной паровой фазы при 
исследовании крови на алкоголь (справа). Похснснис в тексте. 


«—— 37 


10 15 


Дозирующая петля 


Рис. 8-6. Схема устройства линамического парофазного анализатора. 
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Типовые условия проведения исслелований алкилнитритным методом: газовый хромато- 
граф с детектором — қатарометр: хроматографичсская колоика длиной 200 см и диаметром 
0,3 см; неподвижная фаза: 12% ПЭГ-1500 на цветохроме, модифипированном серебром, зер- 
нением 0.250—0.315 мм: температура колонки и испарителя 75 °С; расход газа-посителя гелия 
40 мл/мин; ток детектора 130 мА (см. элсктропное приложение). 

Калибровка прибора: в пенициялиновый флакон наливают 0,5 мл 50% трихлоруксусной 
кислоты. песколько капель смеси спиртов С, —С,, флакон закрывают резиновой пробкой, фик- 
сируют колпачком. С помощью шприца через пробку вводят 0,3 мл 30% раствора нитрита 
натрия, рсакинонную смесь встряхивают. через | мип отбирают 0,3 мл парогазовой фазы и 
вволяг в исиарнтель хроматографа. На хроматограмме регистрируют 8 пиков—от метилиитри- 
та ло амилнитрита. Далее в пенипиллиновый флакон наливают 0.5 мл 50% трихлоруксусной 
кислоты, 0.5 мл стандартного раствора этилового спирта концентрации 1. 2. 4 или 6 г/л. 0,5 мл 
внутреннего станларта н-пропанола (концешрации 4 г/л). флакон закрывают резиновой про- 
бкой. фиксируюг колпачком. С помошью ширина через пробку вводят 0.3 мл 30% раствора 
нитрита натрия. рсакпиоппую смесь встряхивают. через | мин отбирают 0,3 мл парогазовой 
фазы и вводят в испаритель хроматографа. По результатам определення строят график зависи- 
мости отклика детектора от коипенграции этанола в крови или другом объекте исследования. 
Угол наклона калибровочной кривой не должен превышать заранее заданных значений в соот- 
ветствии с требованиями надлежашей лабораторной практики. 

В качестве альтернативных мстолов определепия этанола н других низших спиртов часто при- 
меняют их леривагы с реактивами. обладающими свойством флюоресценции. Полученные де- 
риваты анализируют методом ВЭЖХ. При исслелованни биологических образцов. взятых у лиц, 
принимавитих этанол совместно с лекарственными препаратами, возможно образование в пробе 
вешеств. которыс могут искажать результаты определения этанола. Например. при взаимодейс- 
твни іп уімо этанола с салициловой или ацетилсалициловой кислотой образуется этилсалицилат, 
определяемый па хроматограмме биологического образца (мочи) вместе с другими веществами. 


Биомаркеры потребления этанола и методы их определения 


Перед эксисртами нередко встает вопрос. когда был введен этанол в организм потерпев- 
шего — при жизни или после смерти. Ответ на него можно получить, используя биомаркеры 
потребления этанола. 

Определение в моче метаболитов серотонина — биомаркеров предшествующего приема 
даже небольших количеств этилового спирта — проводят методом ВЭЖХ. К ним относятся 
5-гидрокситриптофол (5-ОНТ) и 5-гилрокснинлолуксусная кислота (5-ОНИУК). Концентра- 
ция более 15 ммоль/л 5-ОНТ и 100 имоль/л 5-ОНИУК является специфичным лестом лаже по 
прошествии 6—15 ч после полного выведения экзогенного этанола 

Определение метанола, уровень которого в моче при приеме этанола остается повышенным 
спустя 2—6 ч после полного вывеления последнего, проводят метолом ГХ-МС. Максимальная 
хониентрапия метанола обнаруживается на слелуюшие сутки после приема этанола. 

Сальсолинол — пролукт конденсации дофамина с пируватом и апетальлегилом — онрелеля- 
ют в плазме крови методом ВЭЖХ. Тест менее чувствительный по сравнению с представлен- 
пыми выше. Концентрация саяьсолинола в плазме крови и моче более 0.148 пг/мл указывасг 
на предшествующий прием этанола или хроннческий алкоголизм в анамнезе. 

Этилглюкуронат образуется в организме человека и млекопитающих при определенной кон- 
центрации этанола в плазме крови и может быть обпаружен в моче или волосах спустя лли- 
тельное время после окончания приема этанола мстодами ВЭЖХ-МС или ГХ-МС. 

Этанол, являясь гепатотоксикантом (см. гл. 2.4 и рис. 8-7), влияет на активность ряда фер- 
ментов, что используют для лиагностики хронического отравления этиловым алкоголем. 

Измерение активности тү-глутамилтрансферазы в сыворотке крови давно используется для 
оценки изменения метаболизма при злоупотреблении этанолом. Как правило, в сыворотке 
крови здоровых людей активность фермента низкая. Хроническое употребление алкоголя при- 
водит к повышению активности этого фермента. После прекращения употребления этанола, 
активность фермента постепенно снижается и возвращается к норме в течение 4—5 нед. Этот 
тест нельзя считать специфичным, так как курс лечения барбитуратами, противоэпилептичес- 
кими и другнми психотропными средствами вызывает аналогичный употреблению этанола эф- 
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Рис. 8-7. Схема основных биохимических изменсний, вызынасмых этанолом в гепатоцитах (Ботинен- 
ко Е.Ю. и лр., 2004). Звездочка — измеисние соотношения НАДН/НАДЛ- за счет восстановленной фор- 
мы. ПОЛ — перекисное окисление липилов: Ас-СоА — ацсгилкофермсит А: Н5-СоА — кофермснт А. 
в состав которого входят 2-аминоэтанол, лантотеновая кислота и фосфорилированный по положению 3 
рибозы аленозннлифосфат: АльцЛГ — альлегидяегилрогеназа. 


фскт. Кроме того, на активность фермента влияют пищевой статус. возраст. пол обследусмого. 
Главное преимущество теста — указание на возможное злоупотребление алкоголем. 

Повышение активности аспартат- и аланинаминотрансаминаз (АСТ и АЛТ) косвсино ука- 
зывают на злоупотребление алкоголем. 

Повышенное количество эритроцитов может наблюдаться у лиц, злоупотребляюших алко- 
голем. Как прсдполагают, это обусловлено лефинитом фолиевой кислоты. вызванным ток- 
сическим действием этанола. Чувствительность этого теста достаточно низкая, поэтому его 
применяют в комбинации с другими стандартными биохимическими тестами пля констатации 
хронического употребления алкоголя. 

Проба на глюкопротеиновый трансферрин является. по-видимому, нанболее надежным до- 
казательством чрезмерного употребления алкоголя в течение предылуших 2 нед. 

Ложноположительные результаты могут наблюдаться у лии (не употребляющих алкоголь) с 
первичным циррозом печени, особенно у женщин, хроническим активным гепатитом, наруще- 
нием экспрессии генов (см. гл. Зи 4). 


Особенности посмертного перераспределения этилового спирта 


При смертельных отравлениях этиловым алкоголем обязательно проводится сулебно-меди- 
цинское исследование трупа. при котором органы и ткани потерневшего подвергают химнко- 
токсикологическому исслелованию. В постмортальном периоле этанол способен перераспрелс- 
ляться. Важным показателем является его содержапие в ликворе, так как накопление этанола 
в нем огстает по времени от накопления его в плазме крови на 60—120 мип. Отпошение кон- 
пентрании этанола в плазме к его конпентраиии в пельной крови колеблется от 1.10 до 1.35, 
составляя в среднем 1,18. 
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При постмортальном перераспределении в периферических венах обнаруживают меньшие 
концентрации этанола по сравнению с центральными венами, при этом диапазон концент- 
раций, выявленных в олном и том же трупе, может быть очень болыним — от 1.8 до 4.28 г/л 
(Вае!. 2004). Е. Впа!а и соавт. (1992) при анализе результатов судебно-химических экспертиз 
60 аутопсий обнаружил. что в 40 из них различия концентраций этанола в крови (бедренная 
вена/правое предсердие/ восходящая аорта) составили 25%. в 16 случаях — от 25 до 50%, в 
4 случаях — более 50%. 

В табл. 8-14 привелен диапазон конценграций этанола в органах и биологических жилкос- 
тях при летальном исходе вслелствие приема больших лоз алкоголя. 


Таблина 8-14. Концентрации этанола в органах н биологических жилкостях при летальном исходе вслелс- 
твие приема больших лоз этанола 


Кровь, Головной СМЖ, г/л Печень, г/на Почки, г/на Моча, г/л 
г/л мозг, г/из 100 г 100 г органа 100 г органа 
органа 
0.74 0,44 0.58 0.45 0.48 0.62 
(0,42—1,77) (0.31—0,91) (0.40—0.82) (0,25—1,16) (0.29--1.04) {0,49—0.94) 


Примечание. СМЖ — спинномовговая жидкость. В скобках — диапазон кониентраций. 


Этанол может образовываться не только при гчилостном разложении тканей трупа, что 
приволит к увеличению его кониентрапии до 2,4 г/л, но и при хранении исследуемых проб. 
особенно проб мочи. Концентрация этанола в ней может возрастать от 2 ло 4.5 г/л за счет его 
образования из глюкозы. а также под воздействием ферментов некоторых микроорганизмов. 
например Сапаіа аіісап5, при комнатной температуре. Для устранения этанолпродуцируюшєе- 
го действия микроорганизмов пробы мочи рекомендуют стабилизировать 1% раствором МаЁР 
или хранить при температуре не выше 4 °С. Посмертное определение этанола, как и других 
летучих ялов. проводят газохроматографическими методами (см. гл. 8.2). 


8.2. СПИРТЫ. АЛЬДЕГИДЫ. КЕТОНЫ. УГЛЕВОДОРОДЫ. 
ГАЛОГЕНОПРОИЗВОДНЫЕ УГЛЕВОДОРОДОВ 


Кто нсуклюжей рукой хватает розу. 
Пусть не жалуется. что шины се ранят. 
Г. Гейне 


Классификация. Физико-химические и токсикологические характеристики 


Летучие органические соединения находят широкое применение в качестве растворителей, 
антифризов. горючих материалов, сырья для получения самых разнообразных продуктов. кото- 
рые широко используются в производстве. лабораториях и быту. Количество людей, постоянно 
контактирующих е различными техническими жилкостями, неуклонно растет во всем мире. 
Многие из них высокотоксичны и при определенных условиях Способны вызвать как острые. 
так и хронические отравления, которые могут носить профессиональный характер и возникать 
вследствие нарушений правил техники безопасности. Возможны и бытовые отравления — при- 
ем технических жидкостей внутрь по ошибке или преднамеренно. нередко с ислью опьянения. 
Наиболее часто встречаются и тяжело протекают острые отравления этиленгликолем и сго 
производными, хлорированными углеволородами (дихлороэтан, четыреххлористый углерод, 
трихлорэтилен). метиловым спиртом. средними и высшими спиртами. Отравление может быть 
вызвано пероральным приемом суррогатов этилового алкоголя. 

К летучим токсичным вешествам (летучим ядам) относятся соединения различных химичес- 
ких классов. В обязательный минимум химико-токсикологического исследования включены 
следующие группы вешеств (приказ МЗ РФ № 9 от 08.01.02): 
® этиловый, метиловый и другие алифатическис спирты; 
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» хлорированные углеволороды (хлороформ, четыреххлористый углерод, трихлороэтилен. 
дихлороэтан, перхлороэтилен); 

» ароматические углеводороды (бензол. толуол). диэтиловый эфир. апетон. этилацетат. 

В первый раздел «Перечня токсикологически важных веществ, подлежаших судебно-хими- 

ческому исследованию в лабораториях бюро судебно-медицинской экспертизы» (далее Пере- 
чень) включены: 
е синильная кислота и ее соединения; 
метиловый, этиловый, пропиловый, бутиловый и амиловый спирты: 
формальдегил: 
хлороформ, хлоралгидрат, четыреххлористый углерод, дихлороэтан; 
фенол, крезолы. 
На эти соединения проволят исследования при обшем судебно-химическом анализе. 
Во второй раздел Перечня включены вешества. необхолимость поиска которых возникает в 
зависимости от клинической и секиионной картины. результатов гистологического, гистохи- 
мического исследования, особенностей течения химических реакций при химико-токсиколо- 
гическом анализе и т.д.: 
тетраэтилевинец: 
этиленгликоль; 
апетон; 
нитро- и линитробензолы. анилин; 
бензол, толуол, ксилол. бензин. керосин. 
Летучие яды вхоляг в состав так называемых суррогатов этилового алкоголя. В клиничес- 
кой токсикологии суррогаты алкоголя подразделяют на две группы: растворы и препараты. 
приготовленные на основе этилового спирта, содержашие различные примеси: пе содержащие 
этиловый спирт технические жидкости, растворы и препараты. в состав которых входят али- 
фатические одноатомные и многоатомные спирты. хлорорганические углеволоролы (ложные 
суррогаты алкоголя). 

К первой группе относятся: 

• синтстическис, получепные прямой гидрагацией этилена или его гидратаписй с приме- 
нением серной кислоты. и ферментативные, полученные путем сбраживания непишевого 
растительного сырья (см. гл. 8.1); 
денатурат — этанол, содержаший метиловый спирт, альлегиды и другие примеси; 
одеколоны, лосьоны, лругие подобные средства с содержанием этанола до 60%. в рецептуру 
включены также эфирные масла и прочие примеси; 

» синтетические клеи, содержащие различные смолы. растворенные в этаноле, ацетонс. толу- 
оле, этилаистате и т.д.: 
политура — технический спирт с содержанием апстона. бутилового и амилового спиртов; 
нигрозин — морилка для дерсва. содержащая этиловый спирт и красящие вешества, вызы- 
ваюшис интенсивное и длительное окрапивание кожных покровов и слизистых оболочек в 
синий цвет. 

К техническим жидкостям, содержащим суррогаты второй группы. относятся тормозные 
жидкости БСК и АСК (красного цвета). содержашие соответственно бутиловый и амиловый 
спирты (а также касторовое масло). Отравления «средними» спиртами напоминают картину ос- 
трой алкогольной интоксикации. Токсичиость этих спиртов неодинакова. Наименес токсичны 
пропиловыс, наиболее — амиловые спирты, а бутиловыс занимают промежуточное положение. 
Отравления происхолят преимущественно при приеме внутрь. Пропанол и его изомеры быстро 
метаболизируются в организме, амиловые спирты — медленно. В результате метаболизма пер- 
вичных спиртов образуются соответствующие альдегилы и кислоты. Летучие токсиканты и их 
метаболиты удаляются с выдыхасмым воздухом и мочой. 

По терминологии. предложенной Междупаролной ассоциацией судебных токсикологов 
СПРАЕТ). эта группа веществ называется уоіайе зибяапсе абизе — У$А. В бюллетене ТППАЕТ 
приведепы сведения о более 1000 этих соединений. 

Летучие вещества могут легко проникать в организм человека ингаляционпо. Частично они 
проникают через кожу и достигают с потоком крови органы и ткаии. При оральном приеме 
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летучие вешества, всасываясь из желулочно-кишсчного тракта (ЖКТ). проникают в ткапи даже 
после смерти. 

В случаях острого отравления симптомы появляются на ранних этапах возлействия. Лету- 
чие яды быстро нроникают в мозг. ткани которого богаты липидами. Начальные симптомы 
возникают от наркотического воздействия на ЦНС, в лальнейшем токсические эффекты про- 
являются головокружением, дезориснтацией, параличом вкусовых сосочков языка, галлюци- 
нациями, потерей сознания и судорогами. Смерть наступает внезанно. часто от остановки 
сердца. Неоправданная потеря времени. недостаточность мелицинских мероприятий, непра- 
вильная или несвоевремсиная эвакуапия из очага поражения могут папести неноправимый 
вред организму, способствовать летальному исходу или развитию нсобратимых последствий. 
Категорически запрешается оставлять для лечения в домашиих условиях постралавших даже 
с легкими формами отравлений техническими жидкостями или с подозрением на вероятную 
интоксикацию. При остром отравлении парами летучих ядов пострадавшему необходимо обес- 
печить доступ к свежему воздуху. сделать искусственное дыхание. При пероральном приеме 
токсикантов необходимо срочно провести промывание желудка. В любом случае пострадавший 
должен быть доставлен в специализированное медицинское учреждение как можно быстрее. 
При проведении сулебно-химического исслелования на летучие яды необходимо учитывать, 
какие прелпринимались меры детоксикации (см. гл. 2.5). 

Опрелеленис концентрации летучих ялов в крови важно лля установления тяжесги ограв- 
ления. При разработке методик обнаружения и количественного определения летучих ялов 
учитывают данные о токсичности конкретного вешества. Пределы обнаружсния методов ис- 
следования должны быть ниже токсических кониситраций, только в этом случае химическая 
реакция или другой результат определения будет иметь отрицательное химико-токсикологи- 
ческос значснис. 

Чтобы сделать оптимальный выбор объектов, подлежащих химико-токсикологическому ис- 
слелованию, наряду с токсикологической характеристикой нсобходимо знать возможные пути 
поступления и мстаболизма летучих ядов в организм. 

В табл. 8-15 приведены краткие характеристики только некоторых представителей этой 
группы токсикантов. 


Таблица 8-15. Токсиканты группы летучих ялов 


Класс соединений Прелставители 
Алифатические углеволоролы Бензин. керосин 
Галогенопроизводные алифатических углеволоро- Хлороформ, четыреххлористый углерод, дихлоро- 
лов этан, трихлороэтилен и лр. 
Алнфатические спирты Метанол, этанол (см. гл. 8.1), пропанол и лр. 
Двухатомныє спирты и их эфиры Этиленгликоль и его эфиры 
Простые и сложные эфиры Диэтиловый эфир, этиаиетат и др. 
Альдегилы н кетоны Формальлсгид, ацетом и др. 
Карбоновые кислоты Муравьиная. уксусная 
Ароматические углеводоролы и их производные Бензол. ксилол, нитробензол и др. 
Фенолы н их производные Фенол, крезол 
Неорганические кислоты и их производные Синильная кислота и ацетонитрил 
Другие Тетраэтилс̧винси 


Бензин и керосин 


Отравление топливными жидкостями (бензин и керосин) возникает как производственная 
химическая травма, а также у токсикоманов, злоупотребляюших толуолом или техническими 
жидкостями. Эритемы или буллы видны на коже после прямого воздействия плотного пара 
токсиканта или непосрелственного контакта с пим. В случае вдыхания паров бензина (керо- 
сина) симптомы схожи с таковыми при отравлении толуолом (см. ниже). Обычно появляются 
раздражение и воспаление слизистой оболочки верхних дыхательных путей (при вдыхании 
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паров), а в тяжелых случаях наблюдают психические расстройства, кому. судороги и т.д. При- 
чиной смерти становится аритмия или остановка серлца. Нечаянное проглатывание бензина 
детьми вызывает эрозию слизистых оболочек, а впослелствии пневмонию, которая может при- 
вести к смерти ребенка. Вдыхание 10 000 ррт паров или прием внутрь 100—200 мл бензина 
(керосина) часто бывает смертельным. 

При псроральном ввслснии токсиканта в качестве сорбента применяют активированный 
уголь и производят трахеостомию. 


Галогенопроизводные алифатических углеводородов (хлоросодержащие углеводороды!) 


Острые отравления хлорированными углеводородами в общей статистике острых отравле- 
ний не являются вслущими. Однако крайняя тяжесть вызываемых ими поражений. высокая ле- 
тальность лают основание считать интоксикацию этими токсикантами чрезвычайно опасной. 
Прежде всего опасиость представляют дихлороэтан, четыреххлористый углерод. трихлороэти- 
леп, в мепыпей степени хлороформ и тетрахлороэтилен. 

Несмотря на различия в химической структуре, перечисленные хлорированные углеводоро- 
ды обладают сходными физико-химическими свойствами. Это жилкости. относительно легко- 
кипящие. с характерным сладковатым запахом. тяжелее воды, пары их — тяжелее воздуха. При 
соприкосновении с открытым пламепем. нагретым металлом они разлагаются с образованием 
фосгена. Особенно опасны в этом отношении трихлорэтилен и тетрахлорэтилен. вылеляющие 
фосген даже при воздействии на них солнечного света. 

Хлороформ 

Хлороформ — бесцветная прозрачная жидкость с резким характерным запахом, сладкова- 
тым. жгучим вкусом. 

Используется в химической промышленности для производства пластмасс и искусствен- 
пого шелка, в фармацевтической промышленности при получении антибиотиков, гормонов, 
вигаминов. При хлорировании волы образустся за счет взаимодействия хлора с органическими 
соединениями приролного и антропогенного происхождения. На долю хлороформа приходит- 
ся до 80% галогспопроизволных углеводоролов, образующихся в воде при ес хлорировании. В 
настоящее время хлороформ в качестве ансстетика в клинической практике практически ис 
используется. 

При воздействин паров хлороформа у постралавших проявляются симпгомы наркотическо- 
го опьянения (при концентрации в 16 000 ррт). Максимально допустимая копиенарация в воз- 
духе составляет около 100 ррт. При приеме внутрь летальная доза колеблется от 10 до 200 мл. 
При смертельных отравлениях уровень концентрации в крови варьирует от 30 до 95 мг/мл. 

Под действием солнечного света и повышенной температуры хлороформ превращается фос- 
ген. При вдыхании пары хлороформа раздражают органы дыхания и воздействуют на ЦНС, 
вызывая учашение пульса. аритмию. фибрилляпию желудочков. что зачастую закапчивается 
внезапным серлечиым приступом. При попалапии хлороформа на кожу в месте контакта на- 
блюлаются покраснение и механическое разрушение кожных покровов. Возлействие низких 
конпентрапий хлороформа ведет к нарушению функиии печени. 


Четыреххлористыи углерод 


Чстырсххлористый углерол (тетрахлорид углерода) — бесцветная тяжелая жидкость. напо- 
минающая по запаху хлороформ. Применяется как растворитель лаков. смол. для экстракции 
жиров, чистки спеподежды. заправки огнетушителей и т.д. 

Тяжелые отравления наступают при пероральном пути поступления в организм —от 2—4 ло 
15—20 мл ССІ,. По действию на организм ССІ, является наркотиком. по болес слабым, чем 
хлороформ и дихлороэтан. В многочислепных случаях острых и хронических отравлений чс- 
тыреххлористый углерод угнстаст ЦНС. проявляст пефро- и гепатотоксичпость (см. гл. 2.4). 
Пролонгированное воздействие паров в концен грации 25 мкг/л и более может стать причиной 
тяжелого поражения почек и печени. Острое нарушение работы почек, приводящее к смерти, 
отмечается при воздействии 1000—2000 мкг/л ССІ, в течение 30—60 мин. Чрезмерное употреб- 
ление алкоголя может усиливать токсические эффекты тетрахлорида углерода. Предполагают 
наличие капиерогенных эффектов у этого вещества. 
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Примеры. У взрослого человека. принявшего 30 мл токсиканта, при поступлении в больницу 
в сыворотке крови было обнаружено 20 мг/л, в суточной моче — 8 мг/л ССІ. 

У 19 пациентов. доставленных в госпиталь с симптомами тяжелого отравления. конненгра- 
ция ССІ, в крови составляла 0.1—32 мг/л. Один из них погиб. остальные вызлоровели. 

Принявшая 300 мл ССІ, 29-летняя женшина была успешно вылечена благоларя промыва- 
нию желудка и гемодиализу. 

У взрослого человека. совершившего самоубийство путем вдыхания паров токсиканта. пос- 
ле смерти в крови концентрация вещества была 260 мг/л. В биологических жидкостях и орга- 
нах взрослого человска. который умер через 2 лня после того. как выпил нсизвсстнос коли- 
чество тетрахлорила углерода. определены следующие концентрации: в крови 143 мг/л, в моче 
329 мг/л. в мозге 243 мг/л. в легком 127 мг/л. в печени 59 мг/л, в почке 151 мг/л. 

Концентрания четрахлюрила углерода в выдыхаемом возлухе человека, полверишегося воз- 
действию паров в концентрации 10 мкг/л в течение 3 ч, составила 2—3 мкг/л, через 1 ч после 
воздействия — 0,7 мкг/л. через 5 ч — менее 0,3 мкг/л. При летальных исходах концентрация 
ССІ, в крови колеблется от 100 до 200 мг/мл. 

В процессе метаболизма четыреххлористого углерола (тетрахлорида углерода) образуется 
свободный радикал трихлорметана (трихлорметил-раликал). который повреждает клеточные 
мембраны и стимулирует в них реакции ПОЯ (рис. 8-8). 

Мембранный дефскт приводит к резкому нарушению проницаемости в субклеточных обра- 
зованиях — микросомах, митохондриях, лизосомах с накоплением в них ионов кальция. При 
повреждении лизосом в иитоплазму поступают протсолнтические ферменты, усугтубляющие 
повреждения. Происходят тяжелые нарушения метаболизма углеводов. белков, жиров. Накоп- 
ленис нейтральных липидов в цитоплазме клеток вызывает их жировую дистрофию. 

Экспериментальные исследования на животных показали, что до 51% абсорбированной 
дозы выводится с вылыхаемым воздухом в течение 29 дней — в виде четыреххлористого угле- 
рола 40% и диоксида углерода 11%. Значительные количества выводятся с мочой и фекалиями 
в виде пролуктов мегаболизма. 

В диагностике и оценке степени тяжести отравлений важными являются биохимичес- 
кие показатели, в первую очередь активность индикаторных ферментов печени: аланин- и 
аспартатаминотрансфераз (АЛТ и АСТ), лактатдсгидрогеназы (ЛДГ) и ес изоферментов. а 
также билирубина. Повышение активности этих ферментов начинается при тяжелых от- 
равлениях через 6—12 ч, достигает макснмума на 2--5-е сутки и продолжается до 1—3 нед. 
На высотс ннтоксикации показатели ферментативной активности превышают норму в сы- 
воротке крови в десятки и даже сотни раз. Повышение содержания билирубина в крови 
начинается в те же сроки, причем вначале нарялу с типичным увеличением уровня конъ- 
югированного пигмента возможно доминирование свободного (пеконъюгированного или 
непрямого) билирубина. При значительной печеночной недостаточности возможно быст- 
рое снижение ранее высокой ферментативной активности на фоне ухудшения общего со- 
стояния. стабильного или нарастающего содержания билирубина в крови. Это грозный 
предвестник печеночной комы. 


Дихлороэтан 


Дихлороэтан — бесцветная маслянистая жидкость. Т,„, 83.5 ‘С, нерастворимая в воде, хоро- 
шо растворимая в спирте. органических растворителях. 

В качестве растворителя дихлороэтан используется в текстильной и лакокрасочной про- 
мышленносги, применяется для экстракции жиров. масел, смол, восков, лля извлечения алка- 
лоидов из растительного сырья, входит в состав клесв для пластмассовых изделий. 

Отравление лихлороэтаном (олно из наиболее тяжелых) может наступить нри его попадании 
в организм как перорально. так и ингаляционно или через кожу. 

Острые пероральныс отравления дихлороэтаном встречаются чаше интоксикаций лругими 
хлорированными углеводоролами и отличаются тяжестью поражений и высокой летальностью. 
В клинической картине отравлений выделяют токсическую эниефалопатию. острую дыхатель- 
ную и серлечно-сосулистую недостаточность. токсический гастроэнтерит. токсическую гепато- 
патию и нефропатию (см. гл. 2.4). Острые ингаляционные отравления лихлороэтаном протека- 
ют легче. чем пероральные. Поражения печени и ЖКТ ири них выражены обычно слабее. но 
начальные нарушения функций ЦНС весьма значительны. 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 727 


а 
СІ 10) 
СГ н" 
| 2в я | | 
с а {© 
Тетрахлорид углерода Хлороформ 
Сі е 2н.о ана. н.5 
| ё е | вз вс г ши“ 
—а МЕУР 08 е >. е Аа ИА 
| | С—С] 
Ге | СІ 
Тетрахлорид Трихлорометил- Тиофосген Оксид 
углерода е нф. углерода (№) 
Сі 2нСі 
| е © Ї 120, С ко я 
Ее е ра БЫР... эы... Б д. ы 
| | с-—6—а 
СІ е 
Тетрахлорид Трихлорометил- Фосген Оксид 
углерода радикал углерода (М) 
а 
с! в 
| 26 9 | [© 
с—©—а Ве с—а -> | 
| | еа 
СІ С 
Й С: 
Тетрахлорид но 
угперода 
У 
| 
У 
НСІ 
НСІ 
4 о е 
РЕ ме | | 
Ра 56 н—с—а он—с—&@ 
Оксид н 
углерода (11) 


Рис. 8-8. Схема бнотрансформации четыреххлористого углерода. 


Смертельная лоза перорально 30—40 мл. Влыхание паров дихлороэтана концентрации в 
возлухе 1.25—2.75 мг/л уже опасна для жизни. Летальная кониентрания в крови 5 мг%. 

При пероральном поступлении в желудке начинается быстрая резорбция, причем скорость 
всасывания повышается при совместном приеме с алкоголем и жирами. 

Максимальная резорбция происходит в ЖКТ в течение 3—4 ч с момента принятия токси- 
канта. После поступления в кровь дихлороэтан распределяется путем свободной лиффузни и 
накапливается в тканях. богатых липилами, — ЦИС, печени, надночечниках. сальнике. Через 
6 ч около 70% лихлороэтана попалает в эндоплазматический ретикулум печени (см. гл. 4). 
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Дихлороэтан является потенциально алкилирующим ялом. способным разрушать внутрикле- 
точные структуры. 

Отмечается незначительный метаболизм дихлороэтана с образованием высокотоксичных 
веществ — 2-хлороэтанола и хлороуксусной кислоты. Естественным нугем детоксикации в ор- 
ганизме является коньюгация дихлороэтана с восстановленным глутатноном печени. в резуль- 
тате которой образуются малотоксичныс меркаптуровые кислоты. Однако в основном дихло- 
роэтан и его метаболиты выводятся через лсгкис и почки. С выдыхаемым возлухом выделястся 
10—42%, с мочой 51—73%. незначительная часть выводится через кишечник. Смерть настунаст 
обычно от ссрлечно-сосулистой нслостаточности. 

Токсификация (расшенление экзогенных вешеств в организме ло болес токсичных, чем 
исходные) играет ведущую роль в генезе отравлений дихлороэганом, что связано с деягель- 
ностью микросомальных ферментов. При биотпансформании образуются свободные раликалы 
и высокотоксичные вещества: активные формы кислорола (АФК). хлороацетальдегил, монох- 
лороуксусная кислота и монохлороэғанол. Эти продукты облалают выражениым сролством к 
суяьфгидрильным группам ($) и активно соединяются с ними. 

Нарушення функций ЦНС в сочетании с тяжелыми повреждениями тканей виутрениих ор- 
ганов приводят к токсическому шоку с присушими сму нарушениями циркуляции крови. На- 
рушения водного и электролитного баланса усиливаются в связи с потерей жидкости и солей 
с рвотными массами и поносом. Развивается метаболический ацилоз. 

Отравления дихлороэтаном следует лифферениировать от острой алкогольной интоксика- 
ции. отравления этиленгликолем. блелной поганкой, а также эпилемического гепатита (б0- 
лезнь Боткина) и других заболеваний печени. Летальность при отравлении дихлороэтаном 
даже в условиях стационара составляет около 50%. 

Основные натоморфологические изменения проявляются в виде множественных мелкото- 
чечных и няғнистых кровоизлияний нод плевру. эникарл. энлокард, слизистую оболочку ЖКТ. 
При вскрытии от органов умерших ошутается характерный запах лихлороэтана. напоминаю- 
ший запах сушеных грибов. Для судебно-химического неслелования нанравляются желудок с 
солержимым. сальник. печень, почка, головной мозг. кровь. Необходимо располагать также 
свелениямн о примененных методах детоксиканин и лечения. 

Комплексное лечение отравлений дихлороэтаном. а также другими хлорорганическими уг- 
леволородами (хлороформ, чегырсххлористый углерод) включает ряд мероприятий. Методы 
ускоренной детоксикации — экстренное промывание желудка 2—3 раза с интервалом 1—2 ч 
(15—20 л воды с послелующим ввелением 150 мл вазелинового нли касторового масла). При 
выраженных клинических проявлениях интоксикации и определении токсических концент- 
раций в крови показаи гемодиализ (не менее 6—10 ч). Перитонеальный диализ проводится 
стандартными растворами электролитов рН 7.6—8.4 в течение первых суток после отравления. 
так как метаболиты дихлороэтана обладают кислотными свойствами. Возможно провеление 
липидного диализа с добавясиисм интсрлинила — подсолнечного или соевого масла. Проне- 
дура летоксикационной гемосорбции может быть применена в первые 3 ч после отравления. 
Проводится 2—3 сеанса под контролем токсикологического исследования крови. 

При выраженной клинической картине отравления и высокой концентрации дихлороэтана 
в крови нарялу с сочетанным применением гемосорбции, гемодиализа и неритонеального лиа- 
лиза проволится также спепифическая фармакотсрання (внутривенно ацетилнистеин с глюко- 
зой) и антиоксилантная терапия (внутримышечно витамин Е). Проводят также мероприятия 
с целью профилактики и лечения экзотоксического шока (инфузия растворов полиглюкина, 
реонолиглюкина, гемодеза. глюкозы с инсулином). токсической коагулопатии (гепарин под- 
кожно), применяют гепатопротекторы (витамины группы В. глюкоза, липокаии, кокарбокси- 
лаза. линосвая и глутаминовая кислоты). 

При лабораторной лиагнослике дихлороэтан определяют в биологических средах: крови, 
моче, перитонсальной жидкости. 


Метиловый спирт 


Метиловый снирт широко применяется в качестве сырья при производстве фарманевти- 
ческих нренаратов, получении денатурнроваиного этилового спирта, формальдегила и других 
веществ. Метанол является одним из компонентов моторного и ракетного тонлива. В послед- 
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ние голы нередко использустся в составе жидкостей ТГФ-М и ИМ, являющихся равными по 
объему смесями метанола с тетрагилрофурфуриловым спиртом и этилиеляозольвом соответс- 
твенно (см. ниже). 

Случаи бытовых огравлений метанолом, как правило, возникают при нарушении правил его 
хранения и использования. Из-за сходства органолептических свойств метилового и этилового 
спиртов мстанол ошибочио принимают внутрь вмссто этанола. 

Токсические свойства метанола выявлены лишь в начале ХХ нска. Длительное время счита- 
лось, что токсический эффект вызывают различные примеси, которые образуются в результате 
перегонки древесины при получении метилового спирта. В связи с этим предпринимались 
попытки получения химически чистого метанола и изготовления на его основе алкогольных 
напитков. что нриводило к отравлениям. 

Метанол является сильным нервно-сосудистым ядом. обладающим выраженными кумуля- 
тивными свойствами. 

Токсическое действие связано с угнетением ЦИС, развитием тяжелого метаболического 
апилоза, поражением сетчатки глаза и листрофией зрительного нерва. Отравления возника- 
ют, в основном. при приеме внутрь. Возможны также случаи ингаляционных отравлений и 
отравлений ири ллизельном действии на больную поверхность кожного покрова. Токсическис 
и смертельные лозы метилового спирта варьируют в самых широких пределах. Тяжелые отрав- 
ления с настуцлспием слепоты могут быть вызваны присмом 7—10 мл метанола. Смертельная 
лоза. как считают большинство авторов. составляет 100 мл. Вместе с тем известны случаи 
наступления смерти при приеме 5 мл и выздоровления после употребления 250—500 мл. Ток- 
сическая концентрация метанола в крови 20 мг%. летальная более 90 мг. 

Особую токсичность метанола связывают с замедленным пронессом сго окисления в ор- 
ганизме и токсичностью продуктов метаболизма — формальдегида и муравьипой кислоты. 
Муравьиная кислота длительное время циркулирует в организме, что приводит к тяжелейшему 
ацидозу. Метанол воздействует на железо гемоглобима и клеточные ферменты. в результате 
чего блокируются окислитсльные процессы и наступаст ткансвая гипоксия. 

Различают три стадии острого отравления метанолом: наркогическую, ацидотическую и 
поражение ЦНС, прежле всего снижение или потеря зрения. 

В отличие от этанола, мстиловый спирт вызывает слабо выраженное чувство опьянения, 
Наркотическое действис метилового спирта нестойко и быстро исчезает после приема большого 
количества жидкости. Состояние тяжелого похмелья с головной болью, вялостью, нарушением 
коорлинации движения сменяется гяжелым сном. Далее наступает скрытый периол, который 
может продолжаться от 12 ч до 1.5 сут. Характерно волнообразное течение отравления. Перио- 
ды улучшения сменяются значительным и ллительным ухудшением состояния больного. 

Пря обследовании пострадавшего отмечают резкую синюшность кожных покровов. Кожа и 
слизистые оболочки гиперемированы. Появляются тахикарлия, нарушение сердечного ритма. 
АД сначала повьннено, затем снижено. Прогрессирует острая сердечная нелостаточность в 
сочетании с нарушением дыхания. Определяется анилоз. Рсакиия мочи сильнокислая. возни- 
кает альбуминурия. В крови повышается количество гемоглобина. изменяется формула крови. 
Пострадавшие жалуются на мелькание «мушек» перед глазами. резкое снижение зрения. пере- 
ходящее в сленоту. 

Прололжительность жизни лиц, не получивших своевременную квалифицированную по- 
мошь, не превышает 3 сут. Смерть наступает. как правило, в состоянии глубокой комы вследс- 
твие паралича дыхания. 

Паталоговнатомическая картина при отравлении метиловым спиртом нехарактериа. При на- 
ружном осмотре трупа отмечаются выраженные трунныс пятна с цианозом кожи лица, ушных 
раковин и слизистой оболочки губ. Наблюдаются обильное кровснаполненис внутренних органов, 
множественные мелкие кровонзлияния. темная жидкая кровь. В случаях смерти через несколько 
часов носле отравления ощущистся тиничный запах алкоголя от органов и полостей трупа. 

При поступлении в ЖКТ метанол быстро всасывается и через | ч начинает циркулировать 
в крови, где может быть обнаружен в течение 3—4 дней. Возможны отравления прн постунле- 
нии метанола через кожу и нри влыхании его паров. Метиловый спирт обнаруживается также 
в спинномозговой жилкости. Распрелеление метилового спирта в тканях зависит в основном 
от содержания в них волы. 
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Пропиловые спирты получают синтетическим путем и при перегонкс сивминого масла. При- 
меняются в качестве растворителей. 

Пропиловыс спирты обладают низкой летучестью. поэтому тяжелые ингаляционные отрав- 
ления практически не встречаются. Тем не менее пары пропилового спирта оказывают разлра- 
жающее действие на слизистые оболочки глаз и верхних лыхательных путей. 

Пероральные отравления встречаются редко. чаще всего при приеме вместе с этиловым 
спиртом. 

Пропиловые спирты облалают наркотическими свойствами. Характер токсического лейс- 
твия сходен с этиловым спиртом. Случаи смертельных отравлений встречаются при приеме не 
менее 20 мл жилкости и более. В клинической картине отравлений пропиловыми спиртами 
при пероральном приеме отмечают состояние опьянения. которое в течение 2—3 час сменяет- 
ся угнетением. заторможениостью. безучастностью к окружающему. При солержании в крови 
15 г/л пропилового спирта через 2—4 ч могут наступигь коматозное состояние и смерть. Про- 
пиловый спирт окисляется в организме с образованием пронионовой и молочной кислот. Вы- 
водится из организма с выдыхаемым воздухом, мочой, калом. 

Полное всасывание изопропилового спирта происходит через 2 ч. В крови он может быть 
обнаружен через 30 мин после приема. 30—50% иринягой лозы полвергается окислению. 
В результате бнотрансформации изопропилового спирта образуется ацетон, который сохраня- 
ется в организме довольно долго. 

После введения в желудок собакам 90 мл изопропилового спирта через 4 ч в крови обнару- 
живается 0,39 г/л неизмененного спирта и 0.34 г/л ацетона. В мозге содержание изопропило- 
вого спирта и ацетона составляст соответственно 0.93 и 0.49 г/л, в сердие—0,73 и 0,35 г/л. 

Патологоанатомическая картина при отравлении пропиловыми спиртами нехарактерна. От- 
мечаются лишь выраженные гемодинамическис расстройства внутренних органов. 

Для судебно-хнмического исслелования берут 100 г крови. 300 г головного мозга, серлие. 
200—300 г скелетных мыши. желудок с солержимым. одну почку и мочу. 

При проведении судебио-химического исслелования на содержание пропилового спирта 
следует иметь в виду, что из-за быстрого его окисления отрипательный результат не всегда свн- 
лдетельствует об отсутствии отравления. В случае отраиления изопропиловым спиртом ацетон 
опрелеляется в моче до 4 сут. Учитывая, что и при некоторых заболеваниях в моче обнаружи- 
вается ацетон, необхолимо проволить сго количественное определение. 

Нормальный бутиловый спирт (н-бутиловый спирт. бутанол-1) получают биохимическим пу- 
тем при воздействии ферментов некоторых бактерий на крахмал, а также синтетическим пу- 
тем при восстановлении кротонового альдегила. 4 изомера бутанола-! объединяют под общим 
названием «бутиловые синрты». хотя они различаются по свойствам и способам применения. 
Бутанол-2 получают синтетическим путем. 

Изобутиловый спирт (2-мегилниропанол-[) получают при перегонке сивушных масел или 
синтетически из бутена. Применяется в виде эфиров уксусной. масляной и других кислог для 
получения фруктовой эссенции, в фармапсвтичсской промышленности. парфюмерии. 

Трегичный бутиловый снирт (2-метилпропанол-2) получают синтстичсским путем ири гид- 
ратации изобутилена. применяют в производстве синтетического каучука. 

Пары бутиловых спиртов оказывают раздражающее действие на слизистые оболочки глаз и 
верхних дыхательных путей. ПДК паров 10 мг/м?. 

При воздействии на кожу могут возникать экзема, дермагит, что обусловлено содержанием 
в бутиловом спирте непредельных соелинсний (кротонового альдегида). которые образуются в 
процессе его промышленного производства. 

Смертельная лоза бутиловых спиртов при приеме внутрь составляст 200—300 мл. Однако 
наблюдаются значительные индивилуальные колебания. 

Бутиловыс спирты вызывают наркотический эффект с поражением ЦНС, особенио пол- 
корковых образований головного мозга. Клиническая картина отравления выражается в ис- 
продолжительном и неглубоком опьянении с последующей алинамией. расстройством зрения, 
быстрым развитием комы. 

Патологоанатомическая картина не характерна. На судебно-химическое исследование на- 
правяяюг желудок с содержимым. 100 г крови. 200 г головного мозга. 109—150 г печени. почку, 
100 г легких. 
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Амиловый спирт имсет несколько изомеров. Основное токсикологическое значение имеет 
изоамиловый спирт, который является главной составляющей частью сивушного масла, обра- 
зующегося при спиртовом брожении. Используются амиловыс снирты в качестве растворите- 
лей лаков, смол, камеди, в парфюмерии, фармацевтической и пишевой промышленности. 

При окислении изоамилового спирта образуется изовалсриановая кислота, которая в виде 
метилового эфира примснястся при получении валилола. Изоамилацегат, известный под на- 
званием грушевой эссенции, используется при изготовлении тортов. конфет. фруктовых вод и 
т.д. Имест приятный грушевый запах. 

Отравления чистым изоамиловым спиртом из-за ненриятного запаха и ограниченного до- 
стуна встречаются релко. В основном это отравления спиртосодержашими жидкостями, в со- 
став которых входят сивушиные масла. 

Амиловые спирты во много раз токсичнее этилового спирта. Нзиболее токсичным является 
изоамиловый снирг. Смертельная доза изоамилового снирта 19--20 мл. Для сивушных масел 
выражениое состояние отравления наблюдается при присме всего 0.5 г. Смертельная лоза ами- 
лового спирта при пероральном приеме около 20—30 мл. При приеме этилового спирта. кото- 
рый содержит лаже исбольшую примесь амилового спирта. алкогольное отравление характе- 
ризуется тяжелым течением. Из-за чрезвычайно мелленного окисления в организме сивушные 
масла вызывают длительное состояние тяжелого похмелья. 

Пары амиловых спиртов оказывают сильное раздражающее действие, что приводит к воз- 
никновению ларингитов, трахеобронхитов. конъюнктивитов. В тяжелых случаях развивается 
картина острого иигаляционного отравления с поражением ЦНС. 

Амиловые спирты вызывают наркотический эффект с резко выраженной токсичностью. 
При этом поражается ЦНС, возникает паралич жизненно важных центров продолговатого 
мозга. что приводит к смертсльному исходу. 

Биотрансформация первичных амиловых спиртов. к которым относится амиловый спирт. 
а также его изомеры — изоамиловый спирт и вторбутилкарбинол ироисхолит очень быстро с 
образованием промежуточных нродуктов реакции — альлегилов и кетонов. У крыс н-валериа- 
новый альдегид обнаруживается через 15 мин после введения в кровь. 

Патологоанатомическая картина отравлений амиловым сииртом иехарактерна. При наружном 
и внутрением обследовании трупа отмечают выраженные признаки быстро наступившей смерти. 

В то же время прн обследовании трупа отмечается неприятный спеннфичсеский сивушный 
запах, особенно ог содержимого желудка, а также проявление раздражающего действия амило- 
вых спиртов на слизистые оболочки пищеварительного тракта. 

На сулебно-химическое исследование направляют 100 г крови, всю мочу, олну почку, желу- 
док с содержимым. 2(0) г головного мозга, 150 г печени и 200 г легких. 

При сулебно-химическом исслеловании достаточно провести качественный анализ на наличие 
амиловых спиртов. Количественное опрелеление. как правило. в биоматериале не проводится. 


Этиленгликоль 


Этиленгликоль — бесивегная сиропообразная сладковатая жидкость без запаха. Температура 
кипения — 197,4 °С. Хорошо растворяется в спирте. воде, ацетонс. плохо — в эфире и жирах. 
Водные растворы этиленгликоля замерзают при темнературе —65 °С. 

Этиленгликоль и ео ироизводные (целлозольфы, карбитолы) используются в качестве анти- 
фризов, тормозных и технических жидкостей. Наибольшее распространение имеют монометило- 
вый и мопоэтиловый эфиры (мстил- и этилисллозольвы) этиленгликоля. Применяются в чистом 
виде или в вилс водных растворов. Используются как растворитсли, антикристаллизационные 
побавки к моторному топливу. например в виде жидкости, содержащей равные объемы емеси 
этилнеллозольнва и мстанола. В отличие от этиленгликоля, они обладают лостаточно высокой 
летучестью и способны вызывать не только пероральные, но и ингалянионные отравления. Цел- 
лозольвы. особенно метиловый. обладают большей токсичностыо, чем этиленгликоль. 

Этиленгликоль применяется также в химической. фармацевтической и парфюмерной про- 
мышленности. 

Отравление этиленгликолем. как правило. пронсхолит ири пероральном приеме. постра- 
давшие принимают техническую жидкость вместо этилового спирта. даже не предполагая. на- 
сколько она токсична. 
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Ингаляционные отравления этилснгликолем из-за малой летучести не встречаются. Воз- 
можно также всасывание через кожу. но этот путь поступления всшества не имсст судебно- 
медининского значения. 

Относительно смертельной дозы этиленгликоля в литсратуре нет единого мнения. Значи- 
тельное влияние на выраженность токсического эффекта оказывают общее состояние организ- 
ма и индивнлуальные особенности. Большинство смертельных отравлений вызывается при- 
смом 100--150 мл жилкости. Вместе с тем известны случаи наступления смерти при приеме 
25—30 мл и выздоровления при приеме 250—500 мл этиленгликоля. 

Токсическое лействие эгиленгликоля и его эфиров во многом определяется процессами сго 
биотрансформании и токсичностью метаболитов (рис. 8-10 и 8-11). 

Этиленгликоль быстро всасывается из желудка и кишечника. Лишь частично (20—30%) 
выволится почками в неизмененном вилс. Большая часть этиленгликоля (до 60%) окисляется 
в печени под действием алкогольдегилрогеназы до гликолевого альдегида, гликолевой. щавс- 
левой и других кислот (см. рис. 8-10). Особенно токсичны гликолевый альдегид, вызывающий 
тяжелые поражения сосулов мозга и почек, а также глиоксиловая кислота, разобщающая про- 
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Рис. 8-10. Схема биотрансформапии этиленгликоля (Рапу М., \МайасН К., 1974). АЛГ — алкогольлегид- 
рогеназа. 
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Рис. 8-11. Схема биотрансформации эфиров этиленгликоля (Сћапаует В.. ВшКа Ј., 1987). АльЬДГ — аль- 
дегиддегилрогеназа. 


цессы окисления и фосфорилирования. В то же время ряд авторов считают, что главную роль 
в токсичности этиленгликоля играет гликолевая кислота — хотя она и менее ядовита, чем дру- 
гие метаболиты этиленгликоля, но ее концентрация в биосредах на порядок выше, чем лругих 
метаболитов. Определенную роль в генезе интоксикации играет щавелевая кислота. Последняя 
взаимодействует с ионами кальция, образуя плохо растворимый оксалат кальция. До 50% эти- 
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ленгликойя и продуктов его распада удаляется через почки. Оксалаты осажлакутся в стсиках 
капилляров, лоханках и канальцах почек. действуют испосрелственно и рефлекторным путем. 
нарушают почечный кровоток и вызывают тяжелую токсическую нсфропатию (вплоть ло ост- 
рой почечной недостаточности). Выраженные изменения происходят также в нечени, поджелу- 
дочной железе, ЦНС, ссрлсчной мышне. Гипокальциемия способствует этим нарушениям. 

Целлозольвы быстро всасываются. распределяются в организме относительно равномерно, 
в неизмененном виле удаляются преимушественно с мочой и с вылыхаемым возлухом. Подвер- 
гаются интенсивной биотрансформации, преимущественно в печени. Среди двух возможных 
путей биотрансформации — окисления сниртовой группы и разрыва эфирной связи — у чело- 
века явно преобладает первый с образованием пролуктов (метокси- м этокснуксусных кислот), 
более токсичных. чем исхолные вешества (см. рис. 8-11). Основным ферментом токсификации 
пеллозольвов является, по-видимому, алкогольдегидрогеназа. Развитие иитоксикании сопро- 
вождается нарушениямн обмена пирувата и лактата, а также кетоацилозом. свидетельствующи- 
ми о серьезных сдвигах межуточного обмена. 

В клинической картине отравления выделяют лва этапа. В начале наблюдается наркоти- 
ческий эффект и преоблалают симнтомы поражения ЦНС по липу алкогольного опьянения. 
В крови в этот период ниркулирует неизмененный этиленгликоль. Далее прогрессируют сим- 
птомы поражения ПНС, присослиняются нарушение лыхания и поражение сердечно-сосулис- 
той системы. 

На 2—5-е сутки в клинической картиме отравления нреобладают симптомы поражения по- 
чек. гле происхолят необратимые изменения. ноэгому этиленгликоль характеризуется как не- 
фротоксикант (см. гл. 2-4). Тяжелые деструктивные изменения наблюдаются также в печени. 
головном мозге и других органах. 

В механизме токсического действия этиленгликоля большую роль играют его гидрофиль- 
ные свойства. Этиленгликоль и продукты его метаболизма являются осмотически активными 
всществами и вызывают гидроничсские изменения клеток. Проникая в клетку. молскула эти- 
ленгликоля увлекает за собой жилкость. нарушая клеточную структуру вплоть до ее гибели. 
Возникает резкая гидропическая дистрофия с образованием так называемых клеток-пузырей. 
что приводит к гибели клеток. Этог процесс наблюдается в эпителии проксимальных отделов 
почечных қанальпев, где происхолит реабсорбиня жидкости. что и является одной из причин 
развития острой почечной недостаточности, 

Лиагностика отравления этиленгликолем затруднительна. так как на первом этапе клиника 
отравления сходна с алкогольным опьяненисм, пострадавшие часто скрывают факт употреб- 
ления жидкости, поэтому лиагноз отравления ставится с болыним опозданием или только на 
вскрытии. 

В случае смерти в течение 2—3 дней с момента отравления при патояогознатомическом 
исслеловании обнаруживают морфологические изменения — поражение сосудистой сети. в 
первую очерель энлотелия сосулов и кристаллы оксалата кальция в препаратах почек. 

В случаях смерти в период выраженной почечной патологии наблюлается гилропическая 
дистрофия эпителия проксимальных отделов извитых канальцев почек, которая переходит в 
некротический некроз с появлением очаговых кровоизлияний в корковом слое. В почках по- 
являются кристаллы оксалатов. Наблюдаются также центролобулярная гилропическая дистро- 
фия и некроз печени. выраженные кровоизлияния в головном мозге, легких и других органах 
вследствие поражения стенок сосудов, 

Для судебно-химического исследования отбирают 150—200 г печени и мозга. олну почку, 
всю мочу. желудок с содержимым. 

При оценке результатов судебно-химического исследования следует иметь в виду, что эти- 
ленгликоль обнаруживается в моче дншь в течение 48 ч после отравления. Далее его концент- 
рация в биологических жилкослях и внутренних органах резко снижается. 

При исследовании крови, мочи, внутренних органов трупа максимальная коннентрация 
этиленгликоля отмечается в моче через 1—2 ч после поступления в организм. которая в 4— 
5 раз выше таковой в печени и почках и в 8— 10 раз в тканях, головном мозге, легких, скелет- 
ных мышцах. 

Важным диагностическим признаком отравления этиленгликолем является обнаружение в 
моче кристаллов оксалата кальция. 
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Большое значение при постановке диагноза отравления имеет исслелование остатков жид- 
кости. взятой на месте происшествия, а также рвотных масс и промывных вод желудка. 

Метолы детоксикации при отравлении гликолями: нромывание желудка через зонд, фор- 
сированный диурез; в 1—2-с сутки проведение гемодиализа, перитонеального диализа. гемо- 
сорбция при ранием энлотоксикозе. Специфическая терапия: в 1—2-е сутки назначение 30% 
раствора этилового спирта внутрь по 50 мл через 3 ч или 5% раствор внутривенно (1—2 г 96 
этилового спирта на 1 кг массы тела в сутки). Внутривенно по 10—20 мл 10% хлористого каль- 
ция или глюконата кальция (для связывания образующейся шавелевой кислоты). Метилпира- 
зол 20 мг/кг внутрь 2 раза в сутки в течение 3—5 дней (лля снижения активности алкоголь- 
дсгилрогеназы). Симптоматическая терапия — как при тяжелой алкогольной интоксикации. 
При возбужлении назначают 10 мл 25% расгвора сульфага магния внутримышечно, проволят 
спинномозговую пункцию. Лечение апидоза: внутривенно 4% раствор гидрокарбоната натрия 
ло 1000—1500 мл в сутки. При поступлении в стационар больных через 3—5 суг после отрав- 
ления с явлениями острой неченочно-почечной недостаточности применяют гемодиализ, при 
его безуспешности нсобхолима пересадка донорской почки. 


Диэтиловый эфир 


Днэтиловый эфир (эфир. этиловый эфир) — летучая огиеопасная жидкость, которую ис- 
пользуют прежде всего как растворитель при изготовлении синтетических красителей и пласт- 
масс. Это был первый успешный препарат для наркоза, сейчас его редко применяют из-за 
воспламеняемости и раздражающего действия. 

Обезболивание наступает ири конпентрании эфира в крови 100—500 мг/л, наркоз — при 
1200 мг/л. Воздейсгвис более высоких концентраций вызывает депрессию ЦНС, при этом 
возникает тошнота, дыхание становится нерегулярным. понижается температура тела. урежа- 
ется пульс. Концентрация 100 000 ррт приводит к быстрому смертельному исходу. Призиаки 
токсичности при хроническом употреблении эфира проявляются потерей аппетита, головной 
болью, истощением и психическим расстройством. 

Более 90% лозы эфира выволится с вылыхаемым возлухом и небольшое количество экскре- 
тируелся с мочой в неизмененном видс. при метаболизме образуются незначительное количес- 
тво ацетальлегила. углекислый газ и вола. 


Формальдегид 


Формальдегид — газ при комнатной температуре. Формальдсгид характеризустся резким 
раздражающим запахом и ленатурируюшим действием на белки. Формальдегид широко ис- 
пользуют в промышленности при производстве пластмасс, синтезе лекарственных и других 
соединений. как компонент изоляционных материалов в зданиях. а также в внле формалина 
40—35% (объсм/объсм) водного раствора ( консервант при хранении биологических матери- 
алов или фиксатор гистологических препаратов). Влыхание паров формальдегида в высокой 
концентрации вызывает тяжелое воспаление слизистой оболочки носоглотки, отек гортани, 
дыхательных путей и воспаление легких. Признаками перорального приема формальдегида 
при несчастном случае или с пелью самоубийства являются повреждение пищеварительного 
тракта. включающее эрозию, язву или прободение, ацидоз. а также почечная недостаточность, 
проявляющаяся олигурисй или анурией. 

Формальлегид окисляется в муравьиную кислоту в эритроцитах и печени, затсм расшепля- 
ется до углекислого газа и воды. Муравьиная кислота является основным токсичным продук- 
том метаболизма формальдегила; она нарушает окислительное фосфорилирование в сетчатке 
глаза. в которой возникает нелостаток аленозинтрифосфорной кислоты (АТФ). Пострадавшис 
почти всегла жалуются на резкое снижение зрения, которое при тяжелом течении заканчива- 
ется сленогой. 

Максимально лопустимая коннентраиня в возлухе паров формальлегила 1 ррт. а прием от 
30 до 60 г формалина внутрь приволит к смерти. 

При разлражении желудка иснользуюг 0.2% раствор аммиака. 1—2% раствор гилрокарбона- 
та аммония, молоко или теплую воду. Пациентам с тяжелым отравлением проводят гемодиализ 
в сочетании с кислородными ингаляциями. 
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Ацетон (диметилкетон, пропанон) 


Ацетон является хорошим растворителем многих веществ. Использустся в лакокрасочной 
промышленности, при производстве безлымного пороха. ацетатного искусственного волокна. 
каучука, некогорых лекарственных вешеств. 

Отравления, как правило, носят случайный характер. нсрелко встречаются у лиц в состо- 
янни алкогольного опьянения. Острые отравления ацетоном возможны при вдыхании паров 
в высокой концентрации и всасывапии черсз кожу. При попалании внутрь и вдыхании паров 
анетона наблюлаются опьянение. головокружеине. слабость. шаткая похолка. тошнота, боли в 
животе. коллапс. коматозное состояние. Олнако коматозиос состояние не лостигаст большой 
глубины. Слизистая оболочка полости рта и глотки отечна. воспалена. Изо рта чувствуется 
запах ацетона. Возможны серьезные поражения печени (токсический гепатит) и почек (спиже- 
ние лиуреза. появление белка и эритроцитов в моче). При выходе из коматозного состояния 
часто развиваются бронхит и пневмония. 

Токсическое действие апстона мпогообразно. Помимо поражения многих отделов ЦНС. 
апетон угнетаст акгивность окислительных ферментов. которые участвуют в его метаболизме, 
например цитохром 2Е1 (СҮР2Е1). Первая помошь: вывести пострадапшсго на свежий воздух, 
при обморокс давать влыхать нашатырный спирт, покой. горячий чай. кофе. 

При оценке клинической картины учитывается. насколько быстро нарастают симитомы 
отравления в зависимости от принятой дозы. При употреблении мсисе 50--70 мл ацетона от- 
равление протскает со скрытым периодом ло 1 сут и более, при приеме 80—100 мл симптомы 
тяжелой интоксикации с потерей сознания и развитием комы нарастают быстро. Ацетон воз- 
действует на дыхательный пситр. вызывая его паралич. Повторяющаяся остановка дыхания 
возможна через 45—60 мин после перорального приема ацетона.. При принятии больших доз 
ацетона смерть наступает через 6—12 ч после присма. Тяжелое ингаляциониос отравление воз- 
можно при содержании ацетона в воздухе 2.3—3 мг/л. максимальная допусгимая концентрация 
500 ррт, воздействие 1200 ррт или прием внутрь 60—75 мл апетонз опасно и может привести 
к смерти. Токсическая концентрация ацетона в крови 20—40 мг%. летальная 55 мг%. 

Ири влыхании паров ацетона его содержание в крови постепенно нарастает ло наступления 
аннамического равновесия с конисигранисй в воздухе. Установлено, что после распределения 
в организме копиентрация аистона во внутренних органах уменьшается в следующей послело- 
вательности: головной мозг. селезенка, псчень. поджелудочная железа. почки. легкие. мышцы, 
сорлис. При концентрации ацетона в крови 330 мг/л коэффициент распрелеления моча/кровь 
составляег 1,34. 

В организме ацетон окисляется в аистат и формиат со скоростью 1 и 3 мг/(кг-ч) соответс- 
твепно. В результате биотрансформации происходит незначительнос образование изопропано- 
ла. Уровень изопропанола у больных диабетическим кстоацидозом может лостигать 300 мг/л. 

Выделение ацстона из организма с вылыхасмым воздухом происходит в вилс как неизме- 
ненного апстона, так и диоксида углерола — одного из продуктов сго преврашения. Нсизме- 
ненный ацетон интенсивно экскрстируется почками в тсченис первых 2—3 ч. затем процесс 
замедляется. но прололжается в течение суток, При высокой концентрации в крови наиболь- 
шее количество аистона экскретирустся через легкие, с мочой выволится менсе 3%. Возможно 
также выделение анетона через кожу. 

Ацетон является пролуктом обмена всществ, в норме его содержание в крови составляет 
0,5—2.0 мг%. в суточном объеме мочи — 20—30 мг. Уровень кетоновых тел. включающих аце- 
тон. ацстоуксусную кислоту и В-гидроксибутират, возрастаст в организме при голодапии, когла 
не происходит окисления углеволов, а также при нарушениях обмена вешеств. что приводит к 
повышению солержания ацетона в моче. 

При сулебио-медицинском исследовании трупа специфические признаки отравления аце- 
тоном не обнаруживаются. 

Для супебно-химического исследования берут 100 г крови. всю мочу. желулок с содержи- 
мым, 100 г головного мозга, 100 г печени. 200 г ткани легкого и селезенку. Наиболее часто для 
исследования используют кровь и мочу. 

При сулебно-химическом исслеловании на паличие ацетона необходимо проволить диффе- 
ренциальную лиагностику с изопропиловым спиртом, который подвергается метаболическим 
преврашсииям до ацстона (при отравлении изопроианолом в крови уровсиь ацетона достигает 
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токсического). Необходимо также учитывать. что при диабетической коме уровень ацетона в 
крови может достигать 30—55 мг%, т.е. токсического и летального. 


Бензол 


Бензол — прозрачная бесцветная или светло-желтая жидкость со слалковатым аромати- 
ческим запахом. Легко воспламеняется. нерастворим в воде, легко растворим в большинстве 
органических растворителей. 

Бензол используется в качестве исходного сырья для синтеза стирола, фенола, циклогскса- 
на, при производстве красок, растворителей, резины. пластмасс и фармацевтических пренара- 
тов. В следовых количествах бензол обнаружен в сигарегном дыме, питьевой воде. 

Бензол тяжелсс нозлуха. В закрытых, плохо вентилируемых помешениях вдыхание паров 
бензола может вызвать асфиксию. При остром отравлении симптомы схожи с симптомами от- 
равления лругими ароматичсскими углеволородами. Вдыхание паров бензола вызываст раздра- 
жение кожи, роговицы глаз (с помутиснием зрепия), респираторного тракта, депрессию ЦНС 
и аритмию. Хроническое воздействие может спровоцировать анемию, изменения иммунной 
системы, лейкемию вслелствие поражения хромосом (см. гл. 2.4). 

Трансдермальная абсорбция происходит медленно, всасывастся около 0.2% бензола от нахо- 
дящегося в воздухе помещения. При ингаляционном пути поступления всасывается около 50% 
бензола. Концентрация бензола в крови у искурящих жителей европейских горолов составляет 
в срелнем 0,2 мг/л, у курильщиков — 0,4—0,6 мг/л. При ингаляционном воздействии 25 ррт 
бензола в теченис 2 ч максимальная концентрация бензола в крови достигает 200 мг/л. 

Попалание бензола в глаза вызываст резкую боль с отслоением роговипы. При продолжи- 
тельном или хроническом контакте бензол раздражает кожу, так как он ее обезжириваст, вы- 
зывая локальную эритему, жжение. в болес тяжелых случаях экзему и волдыри. 

Эффекты осгрого ингаляционного отравления бензолом (неврологические, лермальные. 
респираторные, гастроинтестинальные) возникают немедленно. Неврологические эффекты 
прсимушественно обусловлены прямым воздействием бензола на ЦНС. Так, они уже заметны 
после ингаляций высоких доз бензола (3000 ррт в течение 5 мии). Эффекты средней тяжести 
включают головную боль, головокружснис, потемнение в глазах, помутнение сознания, рвоту, 
пошатывающуюся походку. Более тяжелыми эффектами являются тремор, полавлеинс дыха- 
тельной функцин, потеря сознания, кома и смерть. Потеря сознания можст быть вссьма про- 
должительной, хотя у большииства людей сознание возвращается вскоре после прекрашения 
воздействия бензола на организм. 

Воздействие высоких концентрапий паров бензола (более 1000 ррт) снижает восприимчи- 
вость сердечной мышцы к адреналину, вызывая опасные аритмии, например фибрилляцию 
желудочков. Эти эффекты обычно обратимы при прекращении воздействия бензола на орга- 
низм. 

Повторяющееся возлейсзвие высокой концентрации бензола может вызвать нсобратимыс 
изменения ЦНС и заболевания крови (тромбоцитопению, апластичсскую анемию, панцитопе- 
нию, острую мнелоидную лейксмию). Водорастворимые метаболиты бензола. образующиеся в 
печени, вызывают угнетение гемопоэза. 

Бензол — признанный каниероген человека. Гематологические новообразования. такие, как 
миелоилная лейкемия, возникают при хроническом воздействии ог 10 ррт бензола. 

Восстановление от воздействия бензола запимает 1—4 нед. В течение 2 нед после отравле- 
иия наблюлаются нарушение похояки, нервозность. раздражительность, одышка. Нарушение 
серлечной леятельности и пожелтенис кожи могут сохраняться в течение месяна. 

При приеме внутрь всасывается около 90% бензола. После перорального приема бензола 
наблюдаются острые токсические эффекты: жжение слизистой оболочки рта, нишевола и же- 
лудка, головокружение, рвота, боль в абдоминальной области. В организме бензол накаплива- 
стся пренмушественио в жировой ткани, что связано с его липофильностью. Наиболсс высокие 
концентрации бензола наблюдаются в мозге. 

Летальиая доза беизола составляет 50—70 мл, но зарегистрированы смертельные случаи при 
присме 15 мл. При смертельном отравлении от псрорального приема бензола были зафикси- 
рованы следующие концентрации: в крови 38 мг/л, в моче 20 мг/л, в мозге 253 мг/кг, в почках 
21 мг/кг, в псчени 105 мг/кг. Смерть при отравлении бензолом наступает от анестезирующего 
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лействия (угнетение лыхательного центра) или сенсибилизирования мнокарла (возникновение 
фатальчых аритмий). 

Токсичность бензола в большой степени обусловлена образованием ряда свободных радика- 
лов. что связано с активацией цитохрома Р450. 

Образование метаболитов бензола. преимущественно в печени сопровождается их транс- 
портом в костный мозг и другис органы. Существует иссколько механизмов воздействия мс- 
таболитов бензола на костный мозг. Так, ковалентное связыванне гилрохинона с протеином 
объясняст ингибирование клеточного леления. Поврежление ДНК вызывает подавление лс- 
тельности костного мозга, что приводит к развитию апластической анемии, дисплазии кост- 
ного мозга и миелоидной лейкемии. Существует множество свидетельств того, что метаболиты 
бсизола играют ключевую роль в проявяснии сго токсичиости. 

На рис. 8-12 показан один из механизмов (А) первой стадни биотрансформации бензола. 
Цитохром Р450 генерирует пероксил водорода. окисляющий МАОРН с образованием свобод- 
ного радикала ОН“, который в свою очередь гидроксилирует беизол. 


Цит Р450 + МАОРН + Н + о, -+ Циг Р450 + МАОР° + НООН 
НООН ~» 2 ОН 
Бензол + ОН’ — Фенол 
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Рис. 8-12. Механизм А первой стадии биотрансформацни бензола. 


Возможен другой путь биотрансформании бензола (рис. 8-13). Первым продуктом биотранс- 
формации является оксид бензола, который неэнзиматическим путем преврашастся в фенол. 
Оксид бензола может такжс гилратироваться эпоксидіилролазой в 1.2-гилроксибензол, кото- 
рый потом окислястся в катехол. Реакцию оксила беизола с глутатиопом катализирует глута- 
тион-$-трансфераза. что приволит к образованию премсркаитуровой кислоты. Фенол в свою 
очередь можст быть далес гидроксилирован до гидрохинона или катехола. 

Бензол метаболизируется в печени и выводится почками. От 16 до 41% бсизола выволится 
в неизмененном виде легкими за 5—7 ч, 0,1% бензола экскретнруется с мочой в неизмененном 
виде. При изучении кинетики элиминирования бензола из организма человека установлены 
ава периода полувыведения — 1—3 ч и 9—24 ч. Через 48 ч 31—87% бензола экекрсгируется с 
мочой в виде фенола, 6% в виде қатехола и 2% в виде гидрохинона. Фенольные метаболиты вы- 
леляются в форме конъюгатов — сульфатов и глюкуроннлов. Другие обнаруженные метаболиты 
бензола включают 1.2.4-тригидроксибензол, муконовую кислоту, фенилмеркаптуровую кислоту 
и углекислый газ. Кроме 1-фенилмеркаптуровой кислоты, выволятся такие меркаптопроизвол- 
ные. как 6-М-ацетилиистеинил-$-2.3-циклогексадиснол и 2,5-дигилрокспфенилмеркаптуровая 
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Рис. 8-13. Вариант Б первой стадии биогрансформации бензола. 


кислота. В моче также обнаружены 2 ациклических метаболита бензола — транс-транс-муконо- 
вая кислота и 6-гидрокси-трапс-транс-2,4-гексадисновая кислота (рис. 8-14). 


Толуол 


Тояуол — ароматический углеволорол, применяется в промышленности в качестве раство- 
рителя и исходного вещества для органических синтезов. Толуол — осповной компонент (от 60 
до 70%) в различных растворителях и разбавителях лакокрасочных материалов. входит в состав 
клеев и других средств, часто использующих в быту. 

Эффект толуола подобен бензолу. хотя сго хроническое токсическое действие менсс опасно, 
но острое отравление толуолом выражено значительнее, чем отравление бензолом. 

У токсикоманов с зависимостью от толуола (при коицентрации токсиканта в крови мснес 
1.0 мг/л) в выдыхасмом воздухс чувствустся запах толуола. При концентрациях толуола в крови 
1,0—2,5 мг/л проявляются признаки интоксикациями, при 2,5— 10 мг/л наблюдается выражен- 
ная интоксикация с галлюцинациями, что в половине случаев требует срочной госпитализации. 

Прн уровне толуола в крови выше 10 мг/л наступаст потеря сознания, в тяжелых случаях — 
смерть. 
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1. Конъюгаты в виде сульфатов и глюкуронидов 
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Рис. 8-14. Конъюгаты бензола. 


Зависимость от толуола (токсикомания) приволит к гепато-, нефропатии и острому метабо- 
лическому ацидозу с гиперкалиемией и гиперхлоремией. 

Случайные отравления часто происхолят на лакокрасочных предириятиях при контакте 
кожи с толуолом или вдыхании сего паров. 

Возлействие паров толуола в коннентрации 200—500 ррт в течение нескольких нелель вызыва- 
ет головную боль. тошноту, слабость. нарушение коорлинании движения и потерю памяти. Кон- 
пентрапия 500—1500 ррт вызывает похожие. но более выраженные эффекты. 19 000—30 000 ррт 
толуола в возлухе можст привести к спуганиости сознания. состоянию опьянения и коме. 

Т,.. толуола из крови в среднем составляет 4.5 ч и может варьировать в пределах 3—6 ч. 
Послелуюшее выведение оставшегося количества толуола продолжается в срелнем 36 ч. эго 
связано с элиминапией из жировой ткани. Установлено, что отпошение концентрации в крови 
и плазме равно 1.7. Срелиис концентрации толуода при остром отравлении его парами со- 
ставляюг: в крови 22 (10—79) мг/л. в моче 3 (1—5) мг/л. в легком 12 (3—35) мг/кг. в мозге 47 
(10—182) мг/кг, в почках 21 (11—39) мг/кг. в печени 43 (13—73) мг/кг. Около 80% принятой 
лозы толуола окислястся до беизойной кислоты, которая затем конъюгирует с глюкуроновой 
кислотой или глицином и выводится с мочой. 20% дозы выводится в неизмененном виле с 


742 Глава 8 


вылыхасмым воздухом и менее 0.15 — с мочой. В суточной моче около 68% дозы приходится 
на глициповый конъюгат (гиппуровую кислоту). Т, „ которого 2—3 ч. 

Считается, что толуол в незначительной степени окисляется в о-. м- и п-крезолы, которые. 
вероятно, выделяются с мочой в виде конъюгатов. п-Крезол — обычный компонент мочи чело- 
века. присутствующий в концентрации 20—200 мг/л; воздействие 200 ррт толуола увеличивает 
этот уровень только на 10 мг/л. В норме о-крезол и м-крсзол не содержагся в моче, их при- 
сутствие (в концентраиии 1—3 мг/л) показывает взаимосвязь с интенсивностью возлействия 
толуола. 


Ксилол 


Три изомера ксилола являются компонентами углеводородов нефти. Промышленный кси- 
лол состоит из 75—859 м-изомера и только 5% п-изомсра. Ксилол (как растворитсль) входит 
в состав красок, лаков. очищающих средств. пестицидов, содержится в бензиие и керосине, в 
лабораторных условиях используется в подготовке гистологических образцов. Ксилол хорошо 
всасывается при вдыхании и контакте с кожей, его токсичность сходна с толуояом. 

Конценграции ксилола в воздухе 200 ррм и болсс вызывают раздражение слизистых оболо- 
чек. тошноту, рвоту. головокружение и нарушения координации. При концентрации ксилола в 
крови свыше 3 мг/л. возможной при экспозиции 300—400 ррм, симптомы интоксикации более 
значительные — происходит повреждение вестибулярной системы. При кониентрации ксилола 
в воздухе около 10 000 ррм наблюдают потерю сознания. угнетенне ЦИС, возможна внезапная 
смерть. Хроничсской интоксикации ксилолом срели люлей огмечено не было. Смертельная лоза 
ксилола при пероральном употребленин менсс 15 мл. У лин. намеренно употребивиих болыное 
количество ксилола, в крови (после вскрытия) конментрамия составила 100 мг/л и более. 

Изомеры ксилола быстро метаболизируются главным образом в результате окисления ме- 
тильной труппы соответственно в о-, м- или п-толуоловую кислоту: 72% принятой позы вы- 
водится в виде этих метаболитов с мочой через 18 ч в виле глициновых конъюгагов, а также в 
виле о-. м- и п-метилгиппуровой кислот. Происходит также гидроксилирование кольца кси- 
лола и около 2% дозы выволится с мочой соответственно как ксиленол (2.6-пиметилфенол). 
вероятно, в конъюгированной форме. Только около 5% лозы выводится в неизмененном виде 
при дыхании и менее 0,01% неизмененного ксилола — с мочой. 

У злорового человска гиппуровые кислоты, в том чисае метилгинпуровыс кислоты. не явля- 
ются продуктами метаболизма, выделяющимися с мочой. Концентрации в моче м-метилгип- 
нуровых кислот у лиц, подвергшихся воздействию ксилола в концеитрациях 100 и 200 ррм в 
течение 8 ч, составили 1,9 и 4.6 мг/ч соответственно. Выведение м-метилгиппуровых кислот в 
составе мочи увеличивается в течение 8-часовой экспозиции, но стремительно снпижастся по 
окончании экспозиции; Т‚„ ксилола оиснивастся по вывелению метаболитов в составе мочи 
примерно в 1.5 ч. 


Нитробензол 


Нитробензол — жидкость при комнатной температуре с характерным запахом горького 
миндаля, хорошо абсорбируется при вдыхании паров. всасывании или контакте жидкости с 
кожей. 

ПДК в воздухе производственного помещения 1 ррт (5 мг/м"). Установлено, что у рабо- 
чих, ежедневно по 8 ч контактирующих с нитробензолом со средней концентрацией в воздухе 
19 мг/м", средние уровни метгемоглобина в крови достигают 4,3% (см. гл. 2.4). 

Нитробеизол метаболизируется в организме путем окисления до п-нитрофенола или вос- 
становления до анилина. который в дальнейшем окисляется до п-аминофенола (рис. 8-15). 
Нитрозобензол и фенилгилроксиламин. представляющие собой высокотоксичные сослинения. 
образуются в качестве промежуточных продукгов при восстановлении нитробензола в анилин 
см. гл. 2.4). Около 13—16% первоначальной лозы вылеляется с мочой в виде п-иитрофенола и 
менее 10% — в виде п-аминофенола. Оба вешества выводятся в форме конъюгатон с серной 
или глюкуроновой кислотой. Т, я нитробензола составляет около 60 ч. Т,„, п-нитрофенола и 
п-аминофенола — 84 ч, а последующее постепенное выведение продолжается в течение 22 дней. 

Воздействие 3—6 рри нигробензола в течение нескольких часов вызываст головную боль и 
повышение концентрации метгемоглобина в крови. Например. У человека после внутривенно- 
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го ввеления 4 мл ивстной туши наблюлались №2 
слабость, цианоз. уровсиь метгемоглобипа до- 

стиг 40%, концентрация нитробсизояа в кро- 27 

ви составляла 1.1 мг/л. У пожилого мужчины, | 


который принял виутрь 250 мл нитробензола. <. 
развилась кома. почечпая недостаточность, нитробензол 
уровень метгсмоглобина лостиг 70%; проба 

крови, взятая через 2 лия после приема. по- 

казала наличие 3.2 мг/л нитробензола. смерть | 
наступила на 3-и сутки. 


При ллительном воздействии возникает м 
сильная головная боль, нианоз. анемия. го- МН 
ловокружение. тошнота, потеря апистита и № 
чувствительности в конечностях. резкая сла- ой 
бость. Миогочисленные случаи острого пеле- | 
тального и летального отравления вслелствис Я 
всасывания или контакта с кожей питробсн- 
зола происходили в начале ХХ века. когда это Аи РЕ: РРР 


всшество было обычным компонентом мыл, 
краски для обуви, чернил и лругих средств Рис. 8-15. Схема биотрансформации нитробензола. 
бытовой химии. 


Фенолыи их производные 


Фенолы и их произволные широко применяются в нефтяной. химической и фармацевтичес- 
кой промышленности. при пронзводстве красителей, взрывчатых веществ, резины, пластмасс 
и в сельском хозяйстве. Использустся в качестве лезинфицирующего срелства для туалетов, 
загонов для скота. выгребных ям, площалок и канализационных труб, а также как экстракци- 
онный растворитель лля очистки нефти. Три наиболее важных сферы применения фенолов — 
производство фенольных смол. бифенола А и капролактама. 

Фенол легко абсорбируется через кожу и в ЖКТ, а пары фенола легко абсорбируются 
в легких. Он быстро всасывается в кровь. Степень резорбтивного действия при попалании 
на кожу зависит от плошали поражения и характера жилкости. в которой растворен фенол. 
В организме часть фенола окисляется. а часть связывается с белками. вызывая их свертывание. 
Промежуточными продуктами биотрансформации являются лвухатомные фенолы — гидрохи- 
пон и инрокатсхии. Около 80% всосавшегося в кровь фенола выводится с мочой в виде эфиров 
серной и глюкуроновой кислот. Некоторое количество фенола выводится в неизмененном 
виле. Нанбольшсе количество фенола и сто мстаболитов выводится в тсчение псрвых 2—3 ч. 
выделение прекращается через 24 ч. 

Токсическое действие фенола связано с коицентрацией свободного фенола в крови. Острое 
отравление фенолом проявлястся в вазодилатации. сердечной недостаточности. гипотермии. 
коме и остановке дыхания. При приеме внутрь фенол вызываст сильную абдоминальную боль 
и жжение во рту. Фепол оказывает воздействие на моторные центры в спинном мозге, что 
приводиг к появлению лрожи и сильных судорог. Пострадавшие ощущают боль по холу пи: 
шевода и в желудке. Уже через 1—2 мин появляются резкая слабость, головокружение. шум в 
ушах, слюпотечение и т.д. Очень быстро. обычно через 5—10 мин. паступает потеря сознания 
и развивается коллаптоилное состояние с учащением пульса ло 120—170 в минуту. Возникают 
сулороги, и при явлениях паралича дыхания и серлечной деятельности наступает смерть. 

При попадании на кожу местное действие сочетается с общетоксическим, резорбтивным. 
Вначале постралавший ошунает покалывание в области пораженного участка. а затем — оне- 
мение. Анестезия способствует более активной резорбции. Кожа приобретает белесоватую 
окраску. сморшивается. Если жидкость пемелленно не улалена, развивается так называемая 
фенольная гангрена вследствие глубокого проникновения фенола в ткапи и повреждения сосу- 
дов. Прием внутрь человеком 1 г фенола приводит к смертельному исходу. Почти каждый 2-й 
зафиксированный случай острого отравления фенолом закапчивается смертью. 

Хроническое отравление фенолом встречается относительно редко. 
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Патологоанатомическая картина острого отравления фенолом обусловлена кописитрацией 
принятого внутрь раствора и временем. прошелшим после отравления. При приеме концент- 
рированного раствора (карболовой кислоты) при наружном осмотре трупа отмечаются ожоги 
кожи лица вокруг рга, слизистой оболочки губ и языка. Основные изменения наблюдаются в 
пишеварительном тракте, на слизистые оболочки коғорого фенол оказывает прижигающее и 
обезвоживнающее действие. вызывая некроз. Резкий характерный запах помогает распознать 
отравление фенолом. 

На судебно-химическое исследование направляют желулок є содержимым. всю мочу, 100 мл 
крови, 100--200 г головного мозга, олну почку. 200 г печени и сердие. В случаях быстрой 
смерти после отравления фенолом химико-токсикологическое исслелование имсет решающие 
значение при устаповлении причин смерти. так как фенол быстро окисляется и выводится из 
организма. 


Крезолы 


Чистый крезол представляет собой смесь орто- (0). мета- (м) и пара- (п) изомеров. в то время 
как технический крезол (иногла так называют смесь крезолов) прелставляст собой смесь крезо- 
лов. ксиленолов и фенола, в которой 209 вешсства имеет температуру кипения выше 204 °С. 
Лизоя — раствор крезолов (60% крезолов и 40% мыльного раствора) — темно-бурая жидкость 
с сильным характерным упушливым запахом. маслянистой консистенции, выражсепными де- 
зинфицирующими свойствами. Он применястся в качестве длезинфинирующего средства. в су- 
дебио-мелицинской практике известны случаи острого отравления лизолом при ошибочном 
употреблении внутрь вместо алкогольного напитка. 

По токсичсскому воздействию крезол полобен фенолу. Он можст абсорбироваться через 
кожу. дыхательную систему и ЖКТ. Степень проникновения через кожу в большей степени 
зависит от площади поверхности. чем от концентрацию. 

Крезолы после поступления в организм. точно так же. как и фенол. быстро переходят из 
крови в ткани организма и ловольно быстро вылеляются почками. Часть крезола окисляется 
до гиярохинона и пирокатехина. а оставшаяся бблышая часть выводится неизмененной либо в 
соелинении с глюкуроновой нли серной кислотой. Через 12—14 ч примерно равное количес- 
тво крезолов содержится в нечени, почках, легких, несколько меныисе — в головном мозге и 
скелетной мускулатуре. Крезолы являются промежуточными продуктами белкового обмена и в 
норме солержатся в моче живых лип в количестве около 0.018 г/л или около $7 мг в суточиом 
количестве. 

Как и фенол. крезол является общим протоплазматичсским ядом и токсичен ддя всех кле- 
ток. Локальное возлейсгвие концентрированных растворов разрушаст кожу и слизистые обо- 
лочки. а разбавленные растворы вызывают покраснение кожи. появление волдырей и язв. 
Контакт с кожей приводит к периферийному лицевому невриту. ухудшению функини почек и 
даже некрозу исчени и почск. У чувствительных людей растворы с кониентрацисй менсе 0,1% 
могут вызвать сенсибилизанионный дерматит (см. гл. 2.4). Крезол является сильным дспрес- 
сантом сердечно-сосудистой и иснтральной нервной систем. в частности костного и спинного 
мозга. При приеме внутрь появляется ощушение жжения во рту и пищеволс, может появиться 
рвота. Системиая абсорбция приводит к сосулистому коллапсу. шоку. понижению темиерату- 
ры тела. потере сознания, ухудшению дыхапия н смерти. Предполагают, что летальная доза для 
человека составляет около 10 г. 

У трунов лиц, умерших в результате резорбиии лизола через кожу, кожные покровы (в мес- 
те действия токсиканта) имеют окраску от коричневато-розовой до светло-бурой, скользкие на 
ощучь. эпидермис частично или полностью отсутствует. дерма обнажена. От кожи ошущается спе- 
пифический запах лизола. На судебио-химичсское исследование направляют желулок с содержи- 
мым, 100 мл крови. всю мочу. 100—200 г головного мозга, олну почку, 200 г печени и селезенку. 


Синильная кислота и ацетонитрил (метилцианид) 
Синильная кислота и ее соли (см. гл. 8.3) 


Ацетонитрил — прозрачная жидкость. Нспользуется в лабораториях и промышленностн как 
растворитель. Пороговое значение в атмосфере промышленной зоны 40 мкг/л. 
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В крони и плазме ацетонитрил обнаруживается только при отравлении. Однако метаболиты аце- 
тонитрила — нианил и тионионат — обнаруживаются в крови человека (см. гл. 8.3). В норме у людей 
концентрация цнанила в крови не превышает 0.04 мг/л. а тноционата в плазме менее 12 мг/л. 

Пары ацетонитрила при кониеснтрацими 0.5 мг/л раздражают слизистую оболочку. а при более 
высокой коицентрации появляются слабость. тошнота, судороги и может наступить смерть. 

Например. У 6 лип, которые погибли вследствие случайного орального приема 0,5—2.4 г/к 
ацетонитрила, его концентрации в крови составляли 160—800 мг/л (в среднем 573 мг/л), а кон- 
иснтрация цианила в крови —2,4—15 мг/л (6.2 мг/л). 


Тетраэтилсвинец 


Теграэтиясвипеи (ТЭС) (С.Н, ),РЫ — бесивегная. маслянистая жилкость, плогпость 1.65 г/см, 
при температуре кипения 195 °С разлагастся. ТЭС ирименяется в составе этиловой жилкости. 
Эгиловая жидкость — маслянистая жилкость с характерным фруктовым занахом: плотность 
1.5—1.7 г/см? — смесь 50—62% по массе зетраэтилсвиниа (тетраметилсвипиа) с эгилбромилом. 
либромэтаном и другими галогенопроизволными углеволородами, способствуюшими улале- 
нию свипца из двигателя, Примснястся как катализатор полимеризации олефинов, винилхло- 
рида и акрилопитрила, алкилирования углеволоропов, сульфохлорирования и хлорирования. 
присосдинения тиолов по кратным связям. синтеза индола из анилина и ацетилсиа; добавка 
к ссросолержащим смазочным маслам: паполиитель в счетчике Гейгсра; как антидетонатор 
моторного топлива в карбюраторных двигателях внутреннего сгорания. ТЭС сильно ядовиг. 
Этилированный бензии часто окрашен в оранжевый, красный или синий ивег. 

ТЭС проникаст в организм через дыхательные пути, неповрежденную кожу. ЖКТ. Вылсля- 
ется из оргапизма с мочой и калом. Депонируется в паренхиматозных органах (печень, почки) 
и головном мозге. При остром отравлении скрытый период составляет от нескольких часов 
до нескольких суток. Первые признаки отравления: резкая головная боль, сопровождаюшаяся 
дрожанием конечностей и некоторых групи мьииц, резкое снижение темиературы тесла. сла- 
бость. помрачение сознания, нарушение ориситировки в пространстве, появление устрашаю- 
ших галлюцинаций. Характерны вегетативные нарушения: понижение давления, замелление 
пульса, усиленное слюноотделение. 

В заключение этого раздела привелены основные метаболиты токсикантов, относящихся к 
грушне лстучих ялов (табл. 8-16). 


Таблица 8-16. Основные метаболиты летучих ядов 


Вещество Основные метаболнгы, Примечание 
% абсорбированной дозы 
1.1.1-Трихлоро- |2.2.2-Трихлороэтанол ло 2%; трихло- — 
этан роуксусная кислота по 0.5% 
2-Пронанол Ацетон до 50-90% Т. 2-пронанола около 2 ч, ацетона — ло 
22ч 
Апетон Выводится. в основном. в нсизменен- Образуется в большом количестве в орга- 
ном виде и как 2-пронанол (пеболь- низме больных лнабстом и кстоанидозом; 
шое количество} является осповпым метаболитом 2-пропа- 
нола. 
Ацетолитрил До 12% присутствует как цияпид-мон, При длительном поглошении паров анс- 
переходящий затем в тноцианид-нон топитрила циания- и тионцианил-ионы 
накапливаются 
Бензол Фенол — 51-87% , катехол — ло 6%; В моче обнаруживается в виде конъюгатов 
гилрохинон и транс-муконовая кисло- фенола с серной или глюкуроновой кислой. 
та — до 2% Присутствие в моче фенола может служить 


пвдикагором отравления бепзолом, ониа- 
ко при жом паблюлаются значительные 
фиаюктуации. связанные с ниливилуальны- 
ми особенностями организма 
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Бромомстан Бромилы 
Бутан 2-Буганол и 
2-бутанон. кажлого не более 1% 
Бугапон 3-Гидроксибутапон в моче ис более 
(мегилэтнлкстои) 0,19% 
Галотан Хлоротрифтороэтан. хлоролифиоро- 
Фторотан этилси. трифтороуксусная кислота, 
бромилион и др. 
Гексан 2-Гексаной: 2-гексанон; 2,5-дигекса- 


диои 


Диметилсульфок- Диметилеульфид ло 3%: 


сид димегилсульфоц до 18-22% 
Диоксан В-Гидроксиэтоксиуксусвая кислога 
‚(ГЭУК) 
Дихлорометан Монооксид углерода до 30% 
Изобутан Незначительное количество 2-метил- 
2-пронаноляа 
Изобутилнитрвт | 2-Мезил-1-проханол ло 99% и 


митгрит-ноп 


Изопептилиитрит  3- Метил - 1-бутанод до 99% и 
иитрит-ион 


Кеилены Толуоловыс кислоты — до 95%, ксн- 
ленолы — ло 2% 

Метанол Формальдегид — до 60%. муравьиная 
кислота 

Пропаи 2-Пропаноя, анстон, кажлого менее 1% 

Стирен Амигднлиновая кислоти до 85%. фе- 
нилілноксиловая кислота — до 10% 

Тетрахлорэтилсн Трихлоруксусная кислота менее 3% 

Толуол Бензойная кислота до 80% и изомеры 


крезола до 1% 


Продолжение таба. 8-16 


Незначительные концентрации бромид-иона 
в плазме крови используются для монито- 
ринга состояния отравления. Эти кониен- 
трапин значительно пиже. чем при приеме 
оромисговодородиых солей перорально 

При легальном исходс исследуется жировая 
гкань. Определение карбоксигемоглюбииа 
использустся для индикации хронического 


отравления природиым газом 


Большая часть вещества выводится в немз- 
МСНЕННОМ Виде с выдыхаемым возцухом 


Образование своболных ралнкалов может 
служмиь иричиной генаготоксичноси этих 


‚ срелетва для наркоза 


2-Гексанол выволится с мочой в виде гдю- 
куронмди. Считается, что 2.5-дигсксандион 
определясг гепатоксичность гсксана, 

а 2-гексанои — его нейротоксичность. 

В дальнейшем послелний метаболизирует 


в 2,5-дииексанлион 


Легко проникаст через кожные покровы. 
После перорального или перкутанного 
проникновения выделястся с вылыхасмым 
вознухом как диметилсульфил н как лиме- 
тилсульфоп с мочой 


ГЭУК выводится с мочой 


При атмосферном давлении в выдыхасмом 
воздухе Т,„ моноксила углерода около 13 ч. 
Определение карбоксигемоглобима исноль- 
зуется для индикацзи хропического отрав- 
ления 


см. Бутап 


Это вешество ие детектируется в плазме 
крови. Концентрация метгемоглобина явля- 
ется ниликатором отравления 


Это вешество не детектируется в плазме 
крови. Копиентрания метгемоглобина явля- 
ется индикатором отравления 


Конъюгаты голуоловых кислот с ганцином 
и выведеинс метилгиппуроной кислоты — 
индикатор выведения токсикаита 


Отравление мсгаполом отслеживается по 
коннентрации муравьинои кислоты в моче 


——— 


см. Бутан 


Выпеленве токсиканта контролируется по 
содержанию амигдалиновой кислоты в 
моче. Этанол ингибирусг ес вывеление 


Вывсдснис трихлоруксусной кислоты явля- 


‚ется индикатором отравлеция 


В моче бензойная кислота присутствует п 
виде конъюгата с глинином 
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Трихлороэтилен 


Хлороформ 


Циклогексаноп 


Четырсххлорис- 
тый углерод 


Энфлуран 
Этилапетат 


Этилбензоя 


2.2.2-Трихлороэтанол ло 45%. трихло- 
роуксусная кислота 32% 


Диоксил млерола 50%, 
англутатиопил дитиокарбонат 


Как пиклогсксаноя до 50% 


Хлорофюрм. диоксид углерода. ғекса- 
хлороэтан и др 


Дифторометоксилифтороуксусная 


кислота ло 2,5%, фторид-ион 


Этапоя. УКСУСПАЯ КИСЛОТА 


Метилфенилкарбииол ло 5%; амигла- 
линовая кислота до 64%: фенилглиок- 
силовая кислота до 25% 


Окончание таба. 8-16 


Т,,. гяюкуронида грихлороэтанола и трихло- 
роуксусной кислоты 12 и 100 ч, соответс- 
твенно 

Высокая гспаготоксичность спязана с об- 
разоваиием трихлорометильных свободных 


‚раликалов, фосгсна и тиофюсгена 


Циклогексаиол в моче присутствует в виде 


‚ конъюгата с глюкуроновой кислозой 


Чрезвычайно высокая гепатотоксичность 
связана с образованием трихлормегильных 
свободных радикалов, фосгсиа и тиофосгсна 


Метаболнзм прохолит быстро за счет лейс- 
ивня эстераз плазмы крови 


Из перечисленных кислот в моче только 
мегилфенилкарбинол ирвсутствуст виле 
конъюгата. остальные — в виде своболных 
кислот. Мониторинг тяжести отравления 
определястся по конментрации амигданимо- 


БОЙ КМСЛоТЫ 


В табл. 8-17 приведены токсические и летальныс концентрации летучих ялоџ в крови по 
данным Межлунаролной ассоциации судебных токсикологов (1996). 


Таблнна 8-17. Токсические и летальмые концентрации летучих ядов в крони 


Вешество _ 


Анилин 
Ацетои 


20—30 


Апетонитрил (метаболит — пианид)  — 


Бензол 
Дихлороэтан 
Изопрапанол 
Крезол 

Ксилол 
Метанол 
Метиленхлорнд 
Трихлороэтан 
Трихлороэтилен 
Толуан 
Фторотан 
Фенол 


следы 
>150 


Хлоралгилрат (метаболиг — 10 


трихлорэтанол) 
Хлороформ 
Цианил 


Четыреххлористый углерол 


Этанол 
Эгидснгликодь 


м Токснческая кониентрания. мг% Летальная кониентрания. мг% 


0.63 

55 

0,077 
0.094 
0.5 
100-150 
12 
0.3—4.0 
>89 

28 
10—100 
0,3—11.0 


39 
0.24—0).5 
10—20 

> 330 
200—400 
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Особенности пробоподготовки биологических образцов и методы определения 


Объекты исследования при подозрении на отравленне летучими токсикантами изымаются в 
соответствии с учетом особенностей токсикокииетики анализируемых веществ в соответствии 
с нормативными локументами. 

Объектами исследования при ХТА на летучие ялы являются кровь, моча и промывные воды, 
внутренние органы, а также технические жилкостн. 

Кровь отбирают пункцией кубитальной вены в сухой стерильный флакон емкостью 10-— 
15 мл под пробку с 1—2 каплями раствора гепарина. Флакон тотчас герметичио закрывают 
силиконовой пробкой и содержимое перемешивают. При проведении операций гсмосорбиии 
(гемодиализа) кровь отбирают в сухие стерильные флаконы ло и после пропускания через ко- 
лонки. 

Мочу отбирают в сухие стерильные флаконы и тотчас закрывают пробкой. Обязателью 
олиомомеитное взятие крови и мочи. интервал не лолжен превышать 5—10 мин. Кровь и мочу 
отбирают в экстренном порядке, так как большинство летучих ядов очень быстро выводятся 
легкими. 

Перигопеальную жидкость отбирают после се полной эвакуации из полости и измерения 
объема в сухой флакон лод пробку и герметично закрывают. 

Сальник и жировую клетчатку отбирают в особых случаях при проведении перитонеального 
диализа. В предварительно взвешенный флакон помешают 1—3 г иссечениой ткани. флакон 
взвешивают и укупоривают. 

Разлельно отбирают первую и последнюю порции промывных вод отдельно. 

Технические жидкости и другие вещественные доказательства поставляют на исследование 
в оригинальной упаковке или отбирают во флаконы и тщательно укупоривают. 

На все флаконы цаклеивают стандартные этикегки с указанием фамилии, имени и отчества 
болыюго. номера истории болезни. времени взятия пробы. 

Все объекты ло пачала исследонация хранятся в холодильнике, замораживание не допуска- 
ется. Флаконы откупориваются непосредственно перед исследованием. 

При проведении судебно-химического анализа в соответствии с приказом МЗ РФ № 161 от 
24.04.03 отбирают слелующие пробы при полозрсини на отравление: 

• этанолом — кровь. моча 10—20 мл (в посулу, заполненную под пробку). Кровь беруг пи- 
петкой пли ишрицем из крупных веи копечностсй или сипусов твердой мозговой оболочки. 
При невозможности направить кровь и мочу. берут мышечную ткань (около 10—20 г) и 
ночку: 

е летучими хлорорганическими веществами — часть сальника 200 г. головной мозг. печень по 
100 г. ночка. кровь. моча — 10—20 мл: 

е метиловым спиртом — головной мозг. печень по 100 г. почка, кровь, моча 10—20 мл. 
Банки герметично закрывают, наклеивают этикетки с необходимыми записями и помещают 

в онечатаниый полиэтиленовый пакет, который немелленио пересылают для исслелования. 
Экснериментальные исследования на животных показали. что применение формалнна для 

консервирования внутренних органов трупа не влияет на сохранность диэтилового эфира, хло- 

рофюрма. этанола, толуола и ис мешаст их опредепению. но консерванг обычно не лобавляют. 

Для исключения загрязнения вещественные доказательства — технические жидкости, рас- 
творители. ишаляционные анестетики, вызвавшие отравление, а также образец копсерванта в 
случае его применения — должны упаковываться, транспортироваться и храниться отделью от 
биологических образцов. 

Осповиым методом определения летучих токсикаитов в настоящее время является газовая 
хроматография (см. гл. 6.3). Болынииство методик газохроматографического определения лету- 
чих веществ осповано на анализе равновесной пзровой фазы. которые отличаются по способу 
ввеления анализирусмой пробы в хроматограф (см. электронное приложение). 

Анализ равновесной паровой фазы имеет ряд преимущсств: исключены трудосмкис операции 
пробополготовки (экстракция, перегонка, перегонка с водяным паром и т.п.). перегрузка или за- 
грязнение хроматографической колонки водой, высококипяшими или нелетучими вешествами. 
что неизбежно при непосрелственном вволе в колонку анализируемой пробы в жилком виде. 

Мелкоизмельчениые навески внутренних органов. биологические жилкости (кровь. моча. 
ликвор и лр.) помешают в герметичную смкость. через онредсленное время устанавливается 
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термолинамическое равиовесие летучих компонентов в паровой фазе. С помощью дозирующе- 

го устройства часть паровой фазы отбирают и вволят в анализатор (см. гл. 8.1). Равновесную 

паровую фазу отбирают с помошью газоплотного ширица. Используют ручной способ нли 
автоматический с помощью автосамплера. При ручном способе флакоп с пробой подогревают 

в термобапе. 

Статический парофазный пробоотборник. С помошью системы электропноғо копгроля дав- 
ления газа-носителя оптимизируется процесс переноса пробы из статического парофазного 
пробоотборника в газовый хроматограф и условия провелеиия анализа — давление во флаконе 
с анализируемым образцом, деление потоков газа. 

Динамический парофазный пробоотборник (Ригре апд Ттар). Сорбииоиное концентрирование 
образцов из газовой фазы с помошью линамического пробоотбориика Риггс гпа Ттар дзет воз- 
можность анализировать ультранизкие концентрации летучих органических вешеств. При про- 
бополготовке достигаются высокая степень очистки и эффективность извлечения летучих ве- 
ществ из биологических жидкостей. Инертиый газ пропускают через образец, а пары летучего 
соединения концентрируются в ловушке с алсорбентом (активированный уголь. силикагель, по- 
лимерные сорбенты — полисорб. Тепах). Для послелующего опрелеления сконцентрированные 
вешсства лесорбируются с носителя путем быстрого нагревания ловушки с адсорбентом ло высо- 
кой температуры и потоком гелия через капилляр вволятся в испаритель газового хроматографа. 
Эффективность выделения летучих вешеств при использовании этого метода лостигает 97% (на 
концентраторе Ригас апд Тгар ТеКтаг 5С 2000). а в сочетании с газохроматографичсским разде- 
лением на капиллярной колонке и масс-селективным детсктированисм илситифицируют любыс 
летучие вещества на уровне фоновых кописитраций в биологических жидкостях, питьевой воде. 
атмосферном возлухе, воздухе производственных помешений и рабочей зоны. 

Метод прямого ввода пробы в хроматограф. При использовании метода прямого ввода на 
стадии пробоподготовки объектов биологического происхождения применяются различные 
способы, позволяющие предотвратить загрязнение хроматографической колонки. При прямом 
введении в испаритель хроматографа непосредственно цельной крови происхолит ее спека- 
ние в микроширине в результате термокоагуляции. После лепротеинизирования вольфраматом 
натрия и серной кислотой возможен прямой ввол биологических жилкостей в испаритель с 
высокой температурой. Хорошие результаты получают при использовании технических воз- 
можностей современных хроматографов — испарителя. оборулованиого системой охлаждения 
и программирования температуры. системы переключения потока газа-носителя на сброс че- 
рез несколько минут после ввола пробы с одновременным рсзким повышением температуры 
испарителя. При этом используются легко сменяемые прелколонки — специальные вставки 
в испаритель (лайнеры), заполненные различными сорбентами, которые работают в качестве 
защатных фильтров от малолстучих компонентов биологических жидкостей. Это даст возмож- 
ность повысить предел обнаружсния за счет уменьшения фона хроматограммы. 

Метод прямого ввола в основном применяется при анализе малолетучих токсичных вс- 
ществ, в частности гликолей и их высококипяших эфиров. Так, при направленном анализе на 
этиленгликоль и диэтиленгликоль мочу презварительно иентрифугируют, а затем пропускают 
через патрон для тверлофазной экстракіши Ем4ех ЅРЕ СІВ для дополнительной очистки от 
компонентов органической и неорганической приропы. 

Значительное количество летучих токсикантов легко перегоняются с водяным паром, за 
исключением веществ, имеющих высокую температуру кипения и не образующих с волой 
азеотропных смесей: этиленгликоль — Т, 197.4 °С; уксуспая кислота — Т, 118.5 °С. тетра- 
эгилсвинец — Т, 195 °С и лругие. Для изолирования летучих токсичных веществ традипионпо 
применяют различные типы дистилляции (перегонки). 

• Метод перегонки с водяным паром. 

» Микроотгонка — еше один способ подготовки пробы лля провелении газохрочатографичсс- 
кого определения. Количество объекта 5 г. Собирается 2 мл дистиллята. 

е Персгонка с водяным паром с одновременной пролувкой азотом — частный метод, который 
используется для изолировапия из биообразиов синильной кислоты и ее солей (см. гл. 8.3), 
которые согласно принятой в токсикологической химии классификапии относят к группе ле- 
тучих ядов. Проводится в приборе для перегонки с воляным паром. В пробке. которая закры- 
вает перегонную колбу, делают дополнительное отверстие для подачи тока азота. Дистиллят 
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собирают в присмник, содержащий 5 мл 0.1 и. гидроксида нагрия. Указанным способом изо- 

лирукися до 62,90—88.05% синильной кислоты при содержании 50— 1000 мкг в 100 г органа. 

Изолирование можно проводить как из свежего, так и из загиившехго зрупного матернала. 

е Дистилляция (простая перстонка) испояьзустся для веществ с низкой температурой кипе- 
ния: ацетона, этанола. метанола и др. Недостатком метода является неполная отгоика ана- 
лизируемых веществ. 

» Азсотропная перегонка. При азеотропной перегонке температура кипения азеотропной сме- 
си ниже, чем температура кипения самого низкокипящего компонента. 

® Экстракциопный метод применяется при изолировании иекоторых высококипящих летучих 
ядов. Так, при исследовании свежего трупного материала используется экстракция этилен- 
гликоля бензолом из печени и желулка с содержимым. 

® Метод микродиффузии. Модифицированные камеры Конвея используют для изолирования 
синильной кислоты (см. гл. 8.3). Дистиллят собирают в 2 мя 0.1 н. едкого натра. который 
помешают в центральное углубление модифицированной камеры Конвся (внутренняя ка- 
мера). Диаметр внутренней камеры 3 см. пизметр внешней камеры 6 см. Во внешнюю 
камеру добавляют 4 мл крови или мочи. 2 мл 10% раствора серной или винной кислоты и 
тщательно перемешивают. Камеру закрывают завинчивающейся крышкой. помешают на 
1 ч в термостат (50 °С). После охлаждения из центрального углубления камеры отбирают 
1 мл жидкости для количественного определения синильной кислоты. Оставшуюся жид- 
кость исследуют химическим мстолом. При содержании 50—1000 мкг синильной кислоты в 
100 мл крови опредсляегся 86.00—98,10%. в моче — 92,60—99, 10%. 

Схема скрининга на летучие токсичные вещества. подлежащие судебио-химичсскому иссле- 
дованию в лабораториях БСМЭ рсгламентирустся Персчнсм (см. выше). При ировсасиии ХТА 
используют и газохроматографнческий и химический методы, однако последний малоспеци- 
фичен и в настоящее время применяется релко. 

Скрининг метолом газо-жидкостной хроматографии (ГЖХ) проволится на двух колонках с 
неподвижными жидкими фазами различной полярности по относительному времени удержи- 
вания или индексам удерживания Ковача. Подтверждающие исследования проводят методом 
ГХ-МС или используют качественные химические реакции. иногда — дополнительные |— 
2 хроматографические колонки. 

Одии из первых примеров применения в ХТА газовой хроматографии в России — иленти- 
фикация и количественное определение спиртов С, С, (после лериватизации в алкилнитри- 
ты), дихлороэтана н ацетона на отечественных газовых хромалографах (ХЛ, ЛХМ) с детектором 
по теплопроводности (см. гл. 8.1). 

Скринннг летучих токсикантов проводят газохроматографическим методом по унифини- 
рованной методике. когорая основана на применении фазовых равновесий летучих веществ 
вне хроматографической колонки — анализа равновесной паровой фазы. При исследовании 
биообразца на содержание многокомпоненгиых смесей органических растворителей, бензин, 
керосин проводят идентификацию по их основным компонентам путем наложения (сравне- 
ния) хроматограмм исследуемых объектов и стандартов. 

Условия газохроматографического разделения 

Как один из вариантов исследование выполняют па газовом хроматографе с ПИД. Скорость 
потока газа-носителя гелия 24 мл/мии. водорола 27 мл/мин, воздуха 270 мл/мин. Колонки метал- 
лические. 1000.3 см. Температура термостата колонок 82 °С. испарителя 100 °С. Колонка заполне- 
на сорбентом — целитом С-22 (60-80 меш), модифицированиым слоем металлического серебра. 
Неподвижные жидкие фазы: 10% 1,2.3-три-(В-циаи-этокси)-пропан и 10% тритон Х-100. 

Методика исследования. В 2 стеклянных флакона (15 мл), содержащих по | мл раствора фос- 
форновольфрамовой кислоты. помешают по | мл внутреннего стандарта (2-хлорбутана) м по 
1 мл исследуемой пробы. После перемешивания во флаконы вносят по 2,5 г безводного суль- 
фата натрия, флаконы закрывают резиновыми пробками и фиксируют алюминиевыми кол- 
пачками. Флакон помешают на кипящую водяную баию на 5 мин. Затем прокалывают пробку 
шприпем н отбирают 0,5 мл парогазовой фазы и вводят в хроматограф. Измеряют время удер- 
живания наблюдаемых на хроматограммах ников в 2 параллельных исследованиях, рассчи- 
тывают парамстры удерживания — относительное время (объем) удерживания или индексы 
удерживания Ковача (см. гл. 6.3). 
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Мешаклщее влияние и границы обнаружения. Обиаружению и опрелелению хлороформа, 
четырехҳлористого углерода, дихлороэтама. хлоралгилраса, ацетона. алифатических синртов. 
бензола, толуола, о-. м-ксилолов не мешает их совместное присутствие, а также присутсгвис 
таких вешеств. как метилэтилкетои, формальдегил. аистальдегид, диэтиловый эфир. метил-, 
этил-. бутил- и амилацетаты. пиклогексанон, метиленхлорид, перхлороэтилен, хлоробензол. 
гексан. гептаи. циклогексан, касторовое и минеральное масло. 

Вешсства, образующисся при гниении биоматериала, могут мешать опрелелению. Так, в 
гнилостно-нзмененной крови н-прониловый спирг образуется как один из продуктов мик- 
робиологической леструкции органических веществ. В этом случае в качестве внутреннего 
стандарта ислесообразно использовать лругос вешество, например метиловый спирт, пе обра- 
зуюшийся в значимых количествах в процессе гниения внутренних органов и крови. 

Грапипы обизружения хлорорганических и ароматических углеводородов в биоматериале 
привелены в табл. 8-18. 


Таблица 8-18. Границы обнаружения хлорорганических и ароматических углеводородов в биоматернале 


Вешество Гранния газохроматографического Чувствительность хнмической 
обнаружения реакции, мг/100 г органа или 
в мг на 2 мл кровн в мг на 5 г печенн мг/100 мл биологической жид- 
кости 
Хлороформ 0.01 0.025 0.01° (0.2) 
Четыреххяористый 0.05 0.15 2.3° (6.3) 
углерол 
Дихлороэтан 0.025 0.05 — (2,5) 
Хлорамилрат — 0.025 0.01 (0.15) 
Трихлораэтилен 0.025 0.05 — (—) 
Бензол — 0.001 0.05" (—) 
Голуоя — 0.002 0.1 (—) 
м-Ксилол -- 0.01 0,6 (—) 


• Чувстнительность реакиии образования изонитрила (в скобках — чувствительность реакции замещения хлорила). 
.* Чунстинтельность реакнин нитрования ароматических сосдинений (опредсаена при экспериментальном исследо 
вании). 


При газохроматографическом исследовании с ПИД идентификацию веществ проводят по 
параметрам удерживания. В большинстве современных мстолик при этом используется про- 
грамма фиксации времени удерживания (КТІ. — Каеспиоп Тите осКіпр). разработанная фир- 
мой АрПет ТесһпоІоріеѕ для газовых хроматографов с электронным контролем потоков. что 
позволяет унифицировать методику анализа в различных лабораториях. 

Методика КТІ. дает возможность произволить настройку хроматогрлфической системы та- 
ким образом, что время удерживания анализируемых соелинсний остается неизменсиным при 
замене хроматографической колонки, а также при использовании метолики па аналогичном 
оборудовании в лругих лабораториях. 

При проведении исследования методом ГХ-МС (см. гл. 6.3) илентификанию обнаруженных 
летучих вешеств проволят по параметрам улерживания и их масс-спектрам (используются биб- 
лиотеки масс-спектров Рісрсг. №1$Т. Ме). Масс-сисктрометрическое детектирование вы- 
полняется в режиме полного сканирования (ЅСАМ№), регистрирусмые масс-спектры идентифи- 
пируют по библиотеке масс-спектров. При совпадении масс-спектра и времени удерживания 
знализируемого вещества и вещества сравнения илентификапию считают достоверной. 

Режим селективной регистрации по выбранным ионам (51 М — селективный ионный монито- 
ринг) проводят для повышения чувствительности определения. При этом илентификация вещес- 
тва проволится по времени удерживания и отношению интенсивностей регистрирусмых ионов. 
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Количество летучего вещества в паровой фазе при газохроматографическом определении 

измеряется площалью его пика Е н рассчитывается по формуле (закон Рауля): 
ЕЕ 

где ү — коэффициент активности растворенного компонента; с — константа, зависящая от 

характеристик применяемого дегектора;: р, — лавление пара чистого компонента; х — мольшая 

доля летучего компонента, растворенного в анализирусмой пробе. 

Коэфирициеит эктивности у зависит пе только ог приролы летучего компонента и других 
компонентов смеси, мольной лоли всех компонентов, но и от температуры и лавлеция (если 
давление в замкнугом объеме превышает 2 атм). 

При количественном газохроматографическом анализе равновесиой паровой фазы исобхо- 
димо пайти коэффициенг К прямыми измерениями (при каяибровке хромагографа с помощью 
стандартных образцов). При эгих же условиях проводится исследование эксиертных биообъ- 
ектов и/или других вещественных доказательств. доставленных с места происшествия. Резуль- 
гагы количественного определения токсикаитов методами ГХ-ПИД и ГХ-МС получают путем 
авгоматического расчета по площали пика (базового нона — ГХ-МС) с учетом коэффицисита 
относителы юй чувствительности по отношению к внутреннему станларту. Оперативный конт- 
роль погрешности определения и контроль качества измерений (Оцащу Согиго! — ОС) прово- 
дят. используя стандартные смеси. Погрешность определепия для метода ГХ-МС ие иревыни- 
ет 5 и 2% на уровне определяемых концентраций 0,005—0,5 и 0.5—1000 мг/мл соответственно. 
Для метода ГХ-ПИД погрешность определения не превышает 5 и 2% иа уровне опрелсляемых 
концентраций 0,5—5 и 5—1000 мг/мл соответственно. Контроль фона, в резульгате которого 
могут быть выявлены ложиоположительные результаты, выполняют, анализируя биологичес- 
кие жидкости, не содержащие определяемых веществ. Оперативный контроль сходимости и 
отсутсгиия ложпоположительных результатов проволится ежедиевно перед исследованием экс- 
пертных образцов (см. гл. 5). 

По согласованию с судебно-медициискими экспертами исследования иа формальдегид, си- 
нильную кислоту и сс соединения, фенолы, крезолы, а также токсиканты из второго разлела 
Перечня — этиленгликоль. нитро- и линитробензолы. анилин. тетраэтилевинеи проводятся 
при спениальном задании с помошью лругих метолик (см. электронное приложение). 

Определение этиленгликоля и диэтиленгликоля в моче 

Малолетучнс соелинения этиленгликоль, диэтиленгликоль и близкис им по летучести ве- 
щества анализируют прямым вводом бножилкости в хроматограф. 

Мочу предварительно центрифугируют, отбирают надосадочный слой пробы. 

Для скрининга используют аликвоту мочи 809 мкл. К ней добавляют 3 мкл водио-этаноль- 
ного раствора циклогексанола (ВС) и 200 мкл этанола. Концентрация ВС в пробс составляет 
2,8 мкг/мл. В испаритель хроматографа вводят І мкл анализирусмой пробы. При прямом вводс 
мочи в хроматограф этанол количественно нс определяют. 

При направленном анализе только на этиленгликоль и диэтиленгликоль 3 мл мочи пос- 
ле центрифугирования дополиительно очищают методом твсрдофазной экстракции. Патрои 
Емаех ЅРЕ СІВ предварительно активируют, пропуская 3 мл метанола и 10 мл дистиллиро- 
ванной воды. Этиленгликоль и диэтиленгликоль в патроие ис сорбируются. Отбирают 800 мкл 
мочи. пропущенной через патрон. добавляют ВС. 200 мкл этанола, І мкл анализируемого рас- 
твора вводят в испаритель хроматографа. 

„Условия хроматографического анализа. Газовый хроматограф АврИеги 6590“ с масс-селсктив- 
ным детектором Арісги 5973 и программой КТІ. для контроля и фиксации времени удержи- 
вания. Капиллярная кварцевая колонка НР-ЕЕАР (длина 50 м. внутренний диаметр 0.2 мм. 
толщина пленки НЖФ 0,3 мкм). Скорость потока газа-носителя гелия | мл/мин. Температура 
термостата колонок 60 °С (5 мин), повышение температуры со скоростью 10 °С/мин до 190 °С 
{25 мин). Температура испарителя 280 °С, интерфейса 180 °С, источника иопов 230 °С, квал- 
рупольного фильтра 150 °С. Анализ проволится в режиме сканирования по полному нонному 
току (САМ). Диапазон масс ту 29—300 а.е.м. Напряжение па фотоумножителс устанавлива- 
ется при автоматический настройке по перфторбутиламину в режиме АТОМЕ. 

В табл. 8-19 приведены хроматографическис параметры удерживания и масс-спектры неко- 
торых малолстучих компонентов технических жидкостей. 
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Габлица 8-19. Хроматографическне параметры удерживания и масс-спектры некоторых малолетучих ком- 
ПОПСНТОВ ТСХНИЧССКИХ ЖИдДкоСТСйЙ. 


Вешество Молекулярная Время улержива- | Масс-спектр 
і масса. а.е.м. ния, мин | (в скобках — нитенсивность, 
% от базового пика, 
| базовый пик — 100) 


Циклогексанол 100.1 11.52 99 (2.6). 82 (42.7), 73 (16.2). 67 (48.8), 
57 (КУ), 41 (46.3) 
1,2-Бугиленгликоль 9) 13.97 91 (9.3). 73 (100), 55 (13). 45 (69) 
1,2-Пропилеигликоль , 76 14.21 77 (5,5), 59 (42). 45 100) 
Этиленгликоль 62 14.74 63 (58). 45 (100) 
Диэтиленгликоль 106 19,72 107 (3), 89 (5). 75 (6) 
Фенол 94.1 20.37 94 (100), 66 (47) 
Тимол 150.2 24.39 150 (25). 135 (100), 117 (10). И5 (10), 
91 (15) 
8.3. ЯДОВИТЫЕ ГАЗЫ 


Мысль никогда ис должна подчиняться ин догме. 

ни направлению, ни страсти. ни интересу, ни предвзятой идее. 
ни чему бы то ни было, кроме факгов, поому что 

для нее подчиниться — значило бы перестать существовать. 

А. Пуанкаре 


8.3.1. Оксид углерода (1) 


Из ядовитых газообразных веществ особый токсикологический и сулебно-медицииский ин- 
терес представляет СО — оксил углерода (11). Долгосрочные последствия отравления угарным 
газом нерелко приволят к летальному исходу. Исслелователи обнаружили, что угарный газ 
поврежласт белок мислин. вхоляший в состав оболочки первных клеток. В ответ на отравле- 
нис СО в организме начинается синтез специализированных лимфоцитов, которые выводят 
поврежденный белок из организма. Проблема заключается в том. что с удалением измененных 
молекул миелина олновременно повреждаются и нормальные молекулы. тем самым запускает- 
ся своего рода цепная аутоиммуиная реакция. 

Оксид углерода (П) — бесцветный газ без запаха и вкуса. В воле почти ис растворяется. го- 
рит синеватым пламенем ло образования оксида углерола (1%) с выделением тепла. 

Острые отравления окисью углерода занимают ведущее место среди ингаляционных отрав- 
лений, летальные исходы составляют 12,5% общего количсства всех смертельных отравлений. 

Источники СО. Оксид углерода встречается везде, где сушествуют условия для неполного 
сгорания веществ, содержащих углерод, входит в состав миогих промышленных газов (ломен- 
ный, генераторный, коксовый); широко применяется в современном органическом синтезе. 

Важными источниками СО являются выхлопные газы автомобилей (содержание оксида уг- 
лерола 1--13%), лым от пожара и неверио эксплуатируемые нагревательные системы. Пары 
дихлорометана (детергентов и аэрозолей). в результате метаболизма которого неспенифическими 
оксилазами образуются угирный и углекислый газы, также могут приводить к отравлению СО. 


Токсикокинетика и биотрансформация 


Единственным путем поступления в организм СО являются дыхательные пути. Токсичес- 
кий эффект пля человека наблюдается при вдыхании возлуха с концентрацией СО 3:10°° г/л в 
течение І ч. 

Механизм токсического действия СО обусловлен образованием карбоксигемоглобина — 
НЬСО (см. гл. 2.4). При осгрых отравлениях СО связывается преимущественно железом ге- 
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моглобипа эритроцитов. При повторных или хронических отравлениях в плазме крови увс- 
личивастся количество негемоглобинового железа за счет выхода сго из тканей. Это железо 
также фиксирует поступающий СО. При действии даже весьма низких концентраций СО его 
присутствие обнаруживают в различных тканях организма, так как СО фиксирусгся имею- 
шимися в них железосодержащими ферментами. а в мышцах — еше и железом многлобина. 
Кроме того. присутствие СО в ткаиях связано с паличнем в них крови. содержащей СО. По 
сравнению с гемоглобином сродство миоглобина к СО и О, приблизительно в 5 раз меньше. На 
распределение СО между кровью и мышиами влияют концентрация СО во влыхасмом возлухе 
и продолжительность контакта. При смертельном отравлении у людей и солержании в крови 
58—85% ПЬСО в скелетных мышцах было обнаружено 10—53%, в миокарде — 3—44% карбо- 
ксимиоглобина (МСО). Концентрация МЬСО в мышцах всегда зиачительго ниже концентра- 
цин ЧЬСО в крови. Сопоставление концентраций НЬСО и МЬСО может помочь в устаповле- 
нии динамики отравления. Для устаиовления коэффициента корреляции между количеством 
НЬСО и МЬСО требуются дополнительные наблюдения и специальные исследования. 

При отравлениях СО парушается углеводный обмен. Увеличение уровия сахара в крови 
начинастся с исрвых минуг интоксикации и нарастаст параллельно гипоксемии. Устаповлено. 
что эти изменения обусловлены нарушением центральной регуляции углеводного обмена под 
воздействием СО. что связано с усилением распада гликогена или парушснисм утилизации 
глюкозы. Усиленный гликогенолиз приводит к развигию гипергликемии. Повышение содер- 
жания глюкозы отмсчастся не только в крови. по и в ткани мозга. Установлена зависимость 
между тяжестью интоксикации угарным газом и содсржанием глюкозы в мозге. 

Оксид углерода выводится из организма в основном через дыхательные пути в течение не- 
скольких часов. После прекращения вдыхапия СО 60—70% яла выделястся у человека в тече- 
ние 1-го часа; за 4 ч выделение состапит 96% абсорбированной организмом дозы. В ничтожном 
количестве оксид углерола выделяется через кожу — около 0,007 мл/ч, несколько больше — 
через ЖКТ и почки, СО с мочой выводится в виде комилексного соединения с железом. 

Лабораторная диагностика отравлений оксидом углерода заключается в определении НСО 
в крови. В то же время содержание НЬСО в крови, которое определяется при поступлении 
больного в стационар, не может служить надежным критерием установления тяжести состояния 
больных. В большинстве случаев оно бываег очень пизким. в то время как клиническая сими- 
томатика свидетельствует о тяжелой стенсни отравления. Подобное несоответствие можно объ- 
яспить тем, что со временем происходит диссоциация НЬСО. поэтому большее лиагностическое 
значение имеет сго определение в крови, взятой непосредственно на месте происшествия. 


Методы определения оксида углерода (11) в биообъектох 


Определение СО в крови 

Для определения СО в крови можно использовать различные методы, включая преднари- 
тельные пробы. сисктрофотометрию, газовую хроматографию и сиспиальные методы. Опреле- 
ление СО в крови проводят либо по СО, либо выделякл из пробы крови газобразную смесь 
СО, СО.. О,. М,, измеряют количсство газа и тем или ипым способом устанавливают содсржа- 
пис в исм оксида углерода (1). 

Предварительные методы исследования (химические). При выполнении нижсуказанных реак- 
ций параллельно исследуют два образца — кровь. не содержащую НЬСО, и кровь пострадавшего 
при отравлении. В образцы добавляюг одинаковые объемы реактивов и наблюдают за измене- 
пием окраски. Изменение окраски происходит только в образцах с нормальной кровью. Окраска 
образиов крови пострадавшего при отравлении не изменяется или изменяется незначительно. 

Экспресс-тесты, или пробы, проподят непосредственно на месте происшествия или сразу 
после поступления пострадавшего в клинику. Цель — быстро установить наличие НОСО. 

Тест І. К. 15 мл воды лобавляют 1—2 капли исслелуемой крови и отдельно донорскую кровь, 
пробирки встряхивают. В норме проба светло-розового цвета, при изличии НЬСО — вишне- 
во-красного. Затем добавляют 5 капель 20% расгвора гидроксида натрия. После энергичного 
встряхивания при наличии НЪСО в течение нескольких секунл сохраняется светло-розовый 
пвет (концентрация НЬСО не менсе 20%). Если светло-розовый ивет перейдет в соломенно- 
желтый, в крови нет НЬСО или его солержился менее 20%. Проводят контрольную пробу с 
донорской кровью. 
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Тест 2. В две пробирки вносят но 10 мл дистиллированной воды, загем в первую — 5 капель 
анализируемой пробы (кровь) и 5 капель свежеприготовленного раствора сульфила аммония, 
во вторую — 5 капель донорской крови и 5 капель свежеприготовленного раствора сульфида 
аммония. После осторожного перемешивания добавляют в обе пробирки по 2—3 капли 30% 
раствора уксусной кислоты. Анализируемая проба при наличии ИЪСО окрашивается в крас- 
ный цвет, контрольная проба (донорская) — в грязно-зеленый. 

Тест 3. К 5 мл крови (анализирусмой пробы п донорской). разбавленной в 100 раз дистил- 
лированной водой. добавляют 5 капель кониентрироваиного раствора сульфида меди. Дли- 
тельно и эпергично всгряхивают. Кровь. солержашая НЬСО. краспого цвета, не солержашая — 
зеленого. 

Тест 4. К 1 капле крови (анализирусмой пробы и допорской) добавляюг 40 капель волы и 
5 капель 40% раствора фенилгидразина. Кровь. солержащая НЬСО. свепю-красизя, не солер- 
жашая НЬСО — темно- или черио-красная. 

Тест 5. К 5 мл крови (анализирусмой пробы и донорской), развеленной 100 раз. цобавяяют 
5 капель 1% раствора гексацианоферрата (Ш) калия. Кровь. содержащая НЬСО, вишневого 
ивета. ие содержащая — светло-коричневого (железо гемоглобина окисляется до Ре”). 

Другие химические пробы. Исслелуемую кровь и контрольную кровь из печени животного в 
копичестве 2—5 мл разбавляют 100 мл волы. При этом кровь. солержашая НЬСО. имеет ярко- 
красный цвет. контрольная кровь — буроватый оттенок. 

Затем проводят слелуюшие химические реакцин. 

• К разбавленным в соотношении 1:100 нробам испытусмой и контрольной крови прибав- 
ляют равные объемы 30$ раствора гилроксила натрия. Кровь. содержащая оксил углерола, 
сохраняет розовую окраску. контрольная принимает зеленовато-черную окраску. 

• К разбавлеиным в соотношении [:4 пробам испытуемой и контрольной крови прибавляют 
приблизительно по 3 объема 1% раствора танина и взбалтывают. Кровь. солержашая оксил 
углерола. сохраняет розовый ивет: контрольная принимает серую окраску. 

• К разбавленным в соотношений 1:20 пробам испытуемой и контрольной крови прибавляют 
равные объемы 20% раствора гексацианоферрата (11) калия и 2 мл развслениой 1:2 уксус- 
пой кислоты. Кровь. солержашая оксид углерола, сохраняет розовый цвет, контрольная 
приобретает бурую окраску. 

• Контрольная кровь. смешанная с 5 частями раствора основного ацетага свинца, принимаст 
грязно-зеленую окраску, кровь, солержашая оксид углерода. сохраняст свой цвет. 

• Контрольная кровь после разбавления формалином спустя короткое время принимает гряз- 
по-бурую окраску, кровь. содержащая оксид углерода, сохраняет красный цвет в течение 
нескольких недель. 

Реакции можно проводить. смочив развеленной кровью бслую фильтровальную бумагу, на- 
нося затем на псе реактивы. Описанные реакции малопригодны для обнаружения малых ко- 
личеств НЬСО в крови. 


Газохроматографический метод 


Газовая хроматография является достаточно простым и прямым методом определения об- 
шего количества СО в крови. Высвобождение СО из НЬСО крови достигается обычно лобав- 
лением растворов натрия карбоната или некогорых других вешеств. Газовая фаза вводится в 
хроматограф, снабженный детектором по теплопроводности. Кониентрация СО определяется 
по калибровочному графику после расчета плошали пика. Результаты метола лостоверны при 
концентрации НЬСО 30—100%. Ошибка при использовании метола составляет 10%. 

Другой вариант газохроматографического определения СО в крови основан на переведении 
его в метан изн СО, за счет каталитического восстановления водородом или окисления на 
силикагеле с нятнокисью йола. 

В первом случае после высвобождения СО из крови в рсакторе-лозаторе гелием газовую 
смесь мгновенно выталкивают из реактора в хроматографическую колонку. гле СО каталити- 
чески восстанавливается водородом ло мстана и регистрируется ПИД. 

Во втором случае СО, и СО разделяются на олной колонке с силикагслем, а затем в ячейкс 
с пятиокисью йола СО окисляется до СО, и послеяний регистрирустся летектором. Разница ве- 
личин интенсивности пиков до и после окисления позволяет установить кониеитрацию СО. 
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Оптические методы 


Объектами исслелования на СО являются главным образом кровь пострадавшего и воздух 
производственных или жилых помещений, содержащий СО. 

Диагностическое значение имест определение НЬСО в крови. взятой иепосредственио па 
месте пронсшествия, так как при оказании пострадавшему первой помощи происходит час- 
тичная элиминация угарного газа и снижается содержание НЬСО в крови. Спектрофотомет- 
рический метод определения СО наиболее распространен. потому что все гемоглобиновые 
сгрукгуры имеют абсорбцию в определенной часги спектра. 

Метод Рооке является нанболес подходящим при определении низких концентраций НЬСО. 
Он основан на сравнении спектров погловения восстановленного гидросульфитом натрия НЬ 
и ПЬСО, который не рсагирует с гилросульфитом натрия. Спектры снимают после разбавления 
крови (0,1 мл) раствором аммиака (50 мл). Измеряют абсорбиню НЬ и НЬСО при 420 и 432 им. 
Предварительно определяют молярный коэффициент экстинкции при 420 и 432 нм. При 420 нм 
абсорбния ПЬСО в 2 раза превышает абсорбцию ПБ. а при 432 им абсорбция НЬ почти в 
3 раза больше абсорбции НЬСО. Разница между абсорбцией НЬ и НЬСО при 420 и 432 нм ис- 
пользуется при расчете содержания НЬСО по определенной формуле. Метод Рооке несколько 
громоздок в подготовительной части и матемагических расчетах, но полученные результаты 
обычно точны и воспроизводимы. 

Спектроскопический метод. В основу спектросконического (микроспектрального) анализа 
положено свойство гемоглобина и его произволных поглощать свет определенной длины вол- 
ны, поэтому при прохождении луча света через растворы, содержащие гемоглобин или его про- 
изводные, в спектре появляются темные полосы поглошения, расположенные в определенной 
части спектра для кажлого производного гемоглобина. 

В судебно-мелицинской практике для этого пользуются микроспектроскопами — прибора- 
ми, представляющими собой спектроскоп, сослиненный с окуляром. 

Оксигемоглобин (НЬО) имеет в видимой части спектра лве полосы поглощения при А 589— 
577 и А 556—536 нм. восстановленный гемоглобин (НЬ) имеет одну полосу поглощсиия при А 
596—543 нм, НЬСО — 2 полосы при А 579—564 и А 536—523 нм. 

Кровь для исследования разбавляют водой до тех пор, пока не булут видны при спектро- 
скопическом исследовании двс полосы поглошения в желтой и зеленой частях спектра, между 
линиями Фраунгофера О и Е. Эти линии соответствуют НЬО. При лобавлении к жидкости 
свежеприготовленного (№Н,),5 происходит восстановление ПБО в редуцированный гемогло- 
бин; спустя некоторое время вместо двух полос поглощения появляется одна болес широкая 
полоса, лежащая межлу двумя ранес бывшими полосами. При спектроскопическом исслело- 
вании крови. содержащей СО, также вилны лве полосы поглошення. приналлсжашис НЬСО. 
При сравнении полученного спектра НЬСО со спектром НЬО оказывается, что эти полосы по 
свосму расположению не совпадают. Добавление сульфида аммония не вызывает восстановле- 
ния ПЬСО, и две полосы поглощения НЬСО не исчезают. 

При отравлениях не происходит полного насыщения крови СО, так как смерть наступаст 
раньше, чем оно произойдег. Поэтому в крови трупа наряду с НЬСО иместся некоторое количес- 
тво ПЬО. После лобавления сульфида аммонии при сохранившихся лвух полосах НЬСО между 
ними появляется большее или меньшее затемнение — полоса восстановленного гемоглобина. 

Количественное определение в крови НЬСО колориметрическим методом (модифицированный 
метод Вольфа). Этот метод основан на том. что при РН 4.95, температуре 55—60 °С, за 10— 
15 мин НЬО, в отличие от НЬСО, выпадаст в осадок. Для осаждения НЬСО требуется больше 
времени. Таким образом. эги два вещества отделяют и НЫСО определяют колоримегрически. 
Строяг калибровочную кривую. используя растворы разной степени развсдения из образца 
крови с известным содержанием гемоглобина. Исследусмый образец крови разбавляют 50— 
100 раз, измеряют светопоглощение и по калибровочной кривой находят концентрацию гемог- 
лобина. Процент насыщения гемоглобина СО определяют по соответствующей формуле. 

Следует отметить, что метод Вольфа можно использовать для определения СО только в самое 
ближайшее время после смерти от отравления СО, так как при длительном посмертном сроке 
белковая часть молекулы меняется, чго влияет на расгворимость гемонрогсинов окси- и НЬСО. 
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Спектрофотометрический метод Фревурста — Майнеке основан на определении поглошс- 
ния света опрелеленной длины волны (А 575 или 578 нм) раствором гемолизованной крови ло 
н после восстаиовлепия НБО гидросульфитом натрия. При 100% насыщении крови СО вели- 
чина поглошения света после добавления гилросульфита натрия не мсиястся. При неполном 
насыщении или отсутствии СО она уменьшается. Но степени этого уменышения определяют 
процент НЬСО в исслелусмом образие. 

Клинические химические лаборатории обычно оснащены автоматизированными дифферсн- 
циальными спсктрофотомстрами (СО-оксимстрами), которые одновременно измеряют опти- 
ческую плотность гемолизированной крови на 4 и более ллинах волн лля определения общего 
гемоглобина. процентного содержания НЬО. НЬСО, метгемоглобииа и сульфагемоглобина (см. 
гл. 2.4). 


Количественное опредедение в крови НЬСО спектрофотометрическим методом 


При добавлении восстаповителя (нагрия тиосульфата) к исследуемой крови окси- и мет- 
гемоглобин количественно образуют восстановленную форму гемоглобина. Последняя имсст 
спек1р поглощения. представленный на рис. 8-16. Б. 

СО имсет бблыпее сродство к гемоглобину, чем кислород, поэтому комплекс НЪСО ие 
может быть разрушен тиосульфатом натрия. Таким образом, после обработки тиосульфатом 
патрия комплекс НЬСО проявляется характерным спектром с лвумя максимумами поглоше- 
ния (рис. 8-16. А). Максимальпая разница опгической плогности межлу спектрами А и Бот- 
мечается при длине волны 540 им, тогда как при длине волны 579 нм оптическая плотность 
практически одинакова. Процентное содержание СО в крови (см. рис. 5-16. А) может быть 
вычислено по формуле, исходя из значения оптической плотности «здоровой», не содержащей 
НЬСО крови (см. рис. 8-16. Б). и исследуемого образца (см. рис. 8-16, В) после добавления 
тиосульфата натрия: 


% = ХОВ) – ХБ) 100% 
х(А)-—Х(Б) 


© + 


где х — оптическая плотность. 


Оптическая плотность 


Рие. 8-16. УФ-спектры НБСО (А). 
восстановленного темоглюбина (Б) 2, 
и крови пациента при отравяении 600 620 640 

угарным газом (В). Дпина волны, нм 
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Интерпретация результатов 


Содержание СО в крови < 5%: норма; лля курящих ло 10%. 

Содержание СО в крови 10—20%: интоксикация легкой степени. 

Содержание СО в крови 20—30%: интоксикация срелнсй степени. 

Содержание СО в крови 30—40%: интоксикания средней степени, но возможен коллайс. 
Содержание СО в крови 40—50%: интоксикация срелней степепи, выраженные расстройс- 
тва дыхания и функций сердечно-сосудистой системы, часто коллапс. возможна смерть. 
Содержание СО в крови 50—60%: интоксикация сильной стеиени — кома, судороги, воз- 
можна смерть. 

Солержапие СО в крови 60—909: смерть (см. также гл. 2.4.3). 


Судевно-медицинская оценка результатов количественного определения карбоксигемоглобина 
и карбоксимиоглобина 


Содержание НЬСО в крови зависит нрежде всего от концентрации СО во влыхаемом возду- 
хе и времени его воздействия. 

Концентрация НЬСО тем выше, чем выше парциальное давление СО в альшеолярном воз- 
духе по сравнению с парциальным давлением О,. 

За один и тот же промежуток времени при прочих равных условиях СО носгупает в орга- 
низм тем больше, чем болыше минутный объем дыхания. 

Соответствие между концентрацией ЧЬСО и тяжестью отравления имеется не всегда. Это 
особенно отчетливо проявляется при групповых отравлениях. 

Смертельная кокиентрапия НЬСО в крови составляет в среднем около 60%. но может коле- 
баться от 40 до 80% и более, что обусловлено влиянием внешних условий и особенностями 
организма. 

Тяжесть острого отравления СО усиливается при низком барометрическом давлении. повы- 
шенной влажности, высокой или низкой температуре воздуха, усиленной мышечной работе. 
При смертельном отравлеиии порог насыщения НЬСО у пожилых люлей ниже. У женшин 
отравление протекаст легче. чем у мужчин. Беременные женшины более чувствительны, чем 
неберемеиные. Липа, подвергавшисся хроническому возлействию СО. тяжелес переносят 
острое отравление. 

Острое отравление проходит тяжелее у лиц. страдающих заболеваниями легких, сердиа. 
нарушениями кровообрашения. певрастенией, ожирением, анемией, перенссших череино- 
мозговую травму. во время инфекпионных заболеваний. 

Данные о влиянни алкогольной интоксикации на тяжесть отравления СО противоречивы. 
При сочетанном отравлении СО и оксидами азота, СО, . парами бензина. НСМ (например. 
в результате пожара или технологического процесса) к смертельному нсходу может привели 
относительно невысокая конпентрапия НЬСО. 

Необходимо учитывать очень разную чувствительность отдельных лин к действию СО. При 
групповых отравлениях у некоторых лиц, находящихся в коматозном состоянии, содержа- 
нис НЬСО бывает гораздо ниже, чем у лии, перенесших тяжелое отравление и при этом 
чувствуюших себя уловлетворительно. 

Изредка встречаются атипичные формы отравлеция. протекающие с быстрой погерей созиа- 
ния или тяжелыми расстройствами лыхания и сердечной леягельности (СО в крови 30%). 
Количественное содержание НЬСО в крови. по-видимому, можег зависеть ог того, из како- 
го участка кровеносиой системы взята для исследования кровь. При вскрытии трупа кровь 
лля исследования наллсжит брать из правого прелсердия (при наличии в нем крови) или 
бедренной вены либо из лругого магистрального сосула. а также из грулной или брюшной 
полости (при паличии излившейся в псе крови). 

В некоторых случаях целесообразно измерять содержание НЬСО в гематомах и кровополте- 
ках. так как оно может служить одним из признаков определения времени их возникнове- 
ния. Считают, что гематомы, в которых содержание НСО менсе 109, возникли по воздсйс- 
твия СО. Если содержание НЬСО в них превышает 20%. то образовапис гематом связано с 
отравлением СО. 

В возлухе промышленных городов постоянно содержится СО. вследствие чего в крови жи- 
тслей обычно находится некоторое количество НЫСО. Между концентрацией НЬСО и сте- 
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пенью загрязнения воздушной среды СО отмечена прямая зависимость. Например, в крови 
раулировшиков уличного движения содержание НЬСО может лостигать 2290. 

» При освидетельствоваиии лиц, перенесших отравление СО. нужно иметь в виду. что при 
интоксикации средней степени в течение первого часа вылеляется около половины посту- 
пившего в оргазм СО. Полное освобожление организма от СО паступает спустя 0—12 ч. 
но может затягиваться и ло 24 ч. 

• При обнаружении в крови трупа менсе 60% НЬСО необходимо проанализировать пато- 
логоанатомические данные и обстоятельства отравления. чтобы обосновать заключение о 
нричине смерти. 

» При повышении постуилсния СО в организм соответственно увсличивасгся содержание СО 
в тканях. 

» Необхолимость в исследовании скелетных мышц труца или его частсй возникаст в очень 
редких случаях (например, при гнилосгных изменениях резко обескровленных частей тру- 
на). потому что для опрелеления НЬСО сисктрофотометрическим методом исобхолим всего 
1 мл крови из свежего или хранившегося до 10 дней биологического материала. 


8.3.2. Сероводород, оксиды азота 


Отравление сероводородом 


Сероволород (Н,5) — бесцветный газ с характерным резким неприятным запахом. Смеси 
сероводорола с воздухом. содержащие от 4 по 4% 06.% этого газа. взрывоопасны. При копцеия ~ 
рапин Н,$ в воздухе 0.02—0.2 мг/л появляются симптомы интоксикации, смертельная кониен- 
трация Н,5 в возлухе — 0,9—1.2 мг/л. ПДК сероволорола в рабочем помешении промышлен- 
ного прелириятия 10 мг/м’ (0.01 мг/л). 

Сероволорол оказывает нейротоксическое действие, обусловленное развитием тканевой ги- 
поксии, и местное раздражающее действие. Характерно поражение слизистой оболочки глаз — 
конъюнктивит. светобоязнь. Роговина покрывается точечными поверхностными эрозиями. Опас- 
ность отравления увеличивается в связи с потерей обоняния под действием Н,5. что ограничи- 
васт возможность своевременного выхола работающих из загрязненной атмосферы. Симитомы 
интоксикации: насморк. кашель. резь в глазах, блефароспазм. бронхит, головная боль, тошнота, 
рвота. возбужленис, в тяжелых случаях кома. судороги. токсичсский отек легких. Смерть насту- 
пает вследствис кислоролного голодания. которос вызывается блокированием тканевого дыха- 
ния в связи с угнетением клеточных окислительно-восстановительных процессов. 

Детоксикания — прекрашенис пальнейшсго контакта с газом: ингаляция амилнитрита, лли- 
тельца ингаяяпия кислорола. гипербаричсская оксигенания. симптоматическая терапия. 

Распространение и использование 

Сероводород может встречаться как в производственных, так и в приролных условиях: в 
местах естественного выхода газов, серных минеральных вод, в глубоких колодпах и ямах, где 
имеются гниющие органические вешества. содержашие серу. Он является главной составной 
частью клоачного газа. В возлухе канализационных сстей концентрация сероволорода может 
постигать 2—16%. В ряде производств (химическая промышленность, текстильное, кожевенное 
производство) ссроволорол выделяется в возлух в качестве побочного процукта. Несмотря на то 
что органические и неорганические сульфидные соединения имеют промышленное значение, 
общим источииком сульфил-иона при отравлении человека являстся газообразный сероводо- 
род как продукт разложения органических соединений. 

Токсикокинетика и биотрансформация 

Сероволорол частично окисляется ферментами печени ло тносульфата. в неизмененном 
виле выводится через легкие. В опрелеленных фракниях крови существует в виде сульфаге- 
моглобииа (см. гл. 2.4.3). образуемого в результате взаимолействия гемоглобина с продуктами 
метаболизма энлогенной серы. 

У злоровых люлей. нс подверженных воздействию ссроволорола, соотношение копиеитра- 
пий гиосульфата и креатинина в моче постоянио. При воздействии ссроводорода соотношение 
концентраций линейно увеличивастся в течепие 15 ч. а затем в течение многих часов постепен- 
но снижастся до пормального значения. 


760 Глава 8 


Употребление пиши или воды © высоким содержанием серы может значительно унеличить 
концентрацию тиосульфата в моче, что усложняет интерпретацию данных при отравлении се- 
роволоролом. 

Содержанис сульфида в образцах тканей человека, взятых посмертно (кровь, мозг, легкис, 
белрсиная мышпа). зависит от температуры хранения биообъектов: увеличивается при темие- 
ратуре выше 20) °С. 

В табл. 8-20 приведены результаты определения концентрации сульфидов в тканях пострадав- 
ших при летальном воздействии сероводорода на рабочих местах в замкнутом иросгранстве. 


Таблица 8-20. Концентрация сульфилов в органах и тканях прн смертельном исхоле 
Кровь, мг/л Мок, мг/т _ Печень, мг/г Почки, мг/г 
0,92—2.4 1.06— 1.45 0.38—0.56 0.34—0.47 


Методы определения 


В биологических объектах после пробоподготовки способом микродиффузии сульфиды мо- 
гут определягься колориметрически или с помощью нон-селективного электрода. Использует- 
ся ГХ-МС с квалрупольным анализатором ионная ловушка или магнитпым секторным масс- 
спектрометром (см. гл. 6.3). 

Определеипые трудности возникают при анализе сульфилов в связи с быстрой потерей 
сульфидов из биологических материалов и образованием значительного количества сульфидов 
во время хрансния іп уйго тканей при температуре, выше 20 °С. 

Отравления сероводородом также определяют по количеству тиосульфатов в моче или по 
количеству сульфилов и тиосульфатов в крови с помошью колориметрии, жидкостной и газо- 
вой хроматографии. 

Наиболее распространенным способом определения в биологических жидкостях смеси ио- 
нов, включающей бромил-, йодид-, нианид-, роланид-, нитриг- и сульфил-ионы, является 
перевод их в летучие нентафторбензильные производные. которые можно детектировать с по- 
мошью ПИД и ЭЗД методом ГЖХ (см. гл. 6.3). В последнем случае концентрацию сульфидов 
в биологических объектах можно определить на уровие нескольких нанограммов па Ё мл. 


Отравление оксидами азота 


Токсичными компонентами выхлопных газов бензиновых и лизельпых двигателей (помимо 
СО) являются оксилы азота (ЖО, МО,). которые образуются в результате реакции окисления 
азота кислородом воздуха под воздействием высоких температур и давления в цилиндрах дви- 
гагсля. Кроме того. МО является промежуточным пролуктом при получении азотной кислоты 
окислением аммиака или азота воздуха, выдевяется при сварочных работах и как продукт не- 
полного сгорания топлива. ПДК МО 5 мг/м?. Диоксид азота (МО,) образуется при использова- 
нии концентрированной азотной кислоты (например, при нитровании целлюлозы, глицерина, 
травлении меди и медных сплавов), применяется как нитрирующий агент, гомогенный катали- 
затор при получении есрной кислоты камерным (башенпым) способом. ПДК №, 2 ми/м°. 

Сравнительная токсичность МО и МО, зависит от их концентрапии и длительности воз- 
пействия. МО способен реагировать с большинством биологически активных вешеств т уіуо. 
и его роль в организме многообразна (см. гл. 2.4, Зи 8.5). При значительном увеличении в 
организме продукции МО сго цитогоксичность определяется преимущественно способностыо 
превращаться в новые вторичные оксиданты, причем эти преврашения носят циклический 
характер. Взаимодействие МО со свободным кислородом приводит к образованию высоко- 
токсичного диоксида азота №О,, олнако эта реакция в физиологических условиях протекает 
мелленио и при низких концентрациях МО іп муо нс играст сушсственной роли в токсическом 
новреждении клеток. одпако патогенные эффекты резко возрастают при его гипериролукции. 
МО, оказывает выраженное раздражающее н прижигающее действие па дыхательные пути. что 
приводит к развитию токсического отека легких; угиетаст аэробное и стимулирует анаэробное 
окисление в легочной ткани. Не исключена возможность обшего действия, в том числе за счег 
всасываюшихся в кровь с поверхности легких продуктов клеточного распада. 
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Оксид азота (№,О) — невоспламеняющийся газ почти без запаха. был огкрыт Пристли в 1776 г.. 
его свойство как анестетика были определены Дейви в 1799 г., применять в лечебных целях 
М.О начали с 1860 г. При злоупотреблении №,О вызывает эйфорию. Влыхание возлуха. содер- 
жашего М.О в концентрации 40%. сопровождается беспокойством, спутанностью сознапия и 
селативным эффекгом. воздух. соцержиший 80% №0. вызывает бессознательное состояние у 
болынинства людей. Пороговое ограниченне для профессионального использования 90 мг/м’. 

После воздействия М.О выводится очень быстро посредством легочной диффузии. Не об- 
паружсно какой-либо биотрансформации в организме. При злоупотреблении №.О возможсн 
летальный исход. Этот газ угнетаюше воздействует на ЦНС, может вызвать асфиксию. Распре- 
деление и посмертные копиентрацни №,О в тканях и органах представлены в таба. 8-21. 


Таблица 8-21. Распределение и посмертные концентрации №,О в тканях и органах 
Коэффициент распределения М.О 


кровь/газ ] мозг/кровь о  иеченыкровь почки/кровь жировая ткань/кровь 
0.47 Г 0.9 0.9 76 
Диапазони концентраций №,О 
Кровь, мл/л Мозг. мл/кг ‚ Легкие. мл/кг 
66—88 27—34 11—16 


Методы определения 


Оксилы азота (МО, №О,, М.О) определяют в биологических пробах методами ИК-Фурьс- 
спектрометрии (время измерсиия 3 мин, концентрации компонситов могут различаться более 
чем в 700 раз), ГХ, масс-спектрометрии, но в большинстве случаев используют ГХ. В моче 
оксид азота М.О можно опредслять с помошью мстода ГХ-МС (см. гл. 6). 


8.3.3. Цианистый водород и цианиды 


«Молекулы жизни из молекул смерги» — этот афоризм выражает суть одной из гипотез, под- 
тиержленной многочисленными опытами: постоянным субстратом самопроизвольного синтеза 
аминокислот. белков и нуклеогилов в добиологический (бескислородный) пернод развития 
плансты Земля был цианистый водород (НСМ). 

Синильная кислота (цианистый водород, цианистоволородная кислота) — бесцветная про- 
зрачная жидкость со свособразным запахом, цапоминающим запах горького миндаля. однако 
приблизительно 50% населения не способны распознать этот запах. 

Температура плавления НСМ 13.3 °С, кипения 25.7 °С. очень летуча при обычной темпсра- 
туре. Так. при 20 “С максимальная копиентрация НСМ лостигаст 837—1100 г/м. Синильная 
кислота на воздухе быстро испаряется. в газообразпом состоянии обычно бесцветна. С водой 
НСМ смешивается во всех отношениях, легко растворяется в спиртах, бензине и лругих орга- 
нических растворителях. Пары хорошо адсороируются текстильными волокнами и пористыми 

АКТРИСЕ, САССВВОЧИ рОЯКТЯЧИ, киранчом. бетоном. древесиной. НСМ лиффунлирует 
лаже через яичную скорлупу. Пары НСМ выделяются. когла ее соли смеигинаются с кислотами 
или попадаюг в кислое содержимое желудка. 

НСМ и сс сосдинсния относятся к чрезвычайно ядовитым веществам нейротоксического 
действия. они блокируюг клеточную цитохромоксидазу. в результате чего возникает выражен- 
ная ткансвая гипоксия. Отравление может наступить при влыхания паров НСМ. попалании 
ес на кожу или в желудок. Всасывастся очень быстро. Смертельная доза синильной кислоты 
30—100 мг. пнанида калия 200 мг. При вдыхании небольших концентраций синильной кисло- 
ты наблюдаются царлананье в горле. горький вкус во рту. головная боль. тошнота. рвота, боли 
за грудиной. При нарастании ингоксикации урежастся пульс, усиливается одышка. развива- 
ются сулороги. наступает потеря сознания. Кожа при этом ярко-розовая. слизистые оболочки 
синюшны. 
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При вдыхании высоких концентраций синильной кислоты или попаҳании ес внутрь поян- 
ляюгся клонико-тоничсскис судороги. резкий цианоз и почти мгновенная потеря сознания 
вслелствие паралича дыхательного нентра. Смерть может наступить в течение нескольких ми- 
пут (молнисноспая или апоплексическая форма отравления). Концентрация цианистого во- 
дорода 0,1 ме/л опасна для жизни. Смсри, наступает в течение і-го часа. ПДК цианистого 
водорода в воздухе 0.0003 мг/л. Смертельные дозы инанидов натрия и калия 100 и 120 мг 
соответственно. 

Основным механизмом токсического действия пианилов и сульфилов (см. выше), попав- 
ших в кровь, являются пропикновение в ткани и взаимодействие с трехвалентным железом 
цитохромоксилазы, которая утрачивает при этом свою физиологическую активность. С же- 
лезом, нахоляшимся в лвухвалентном состоянии (гемоглобин), эти токсиканты не реагируют. 
Блокада трапспорта питохромов, резкое замелление окислительно-восстановительных про- 
пессов вызывают клеточную типоксию. когорая непосредственно затрагивает клетки мозга и 
серлца. 

Если пострадавшему быстро ввести исобходимое количество метгемоглобинообразователя. 
то образующийся метгемоглобин. в котором железо трехвален1но, вступит в химическое иза- 
имолействие с токсикантами, связывая их и пренятствуя поступлению в ткани. Болес того. 
концентрация своболных токсикантов в плазме крови понизится и возникнут условия для раз- 
рушения обратимой связи сульфид- и/или циан-нона с иитохромоксидазой (рис. 8-17). 

Синильную кислоту используют для получения хлорциана, акрилонитрила аминокислот, 
акрилатов. нсобходимых при производстве пластмасс. а также в качестве фумиганта — срелс- 
тва борьбы с врелитслями сельского хозяйства. лля обработки закрытых помещсний и транс- 
портных средств. Цианиды встречаются в воздухе рабочих помещений при производстве 
бензола, толуола. ксилола. извлечении золота и серебра из руд, горении иеллулоила. в про- 
ИЗВОДСТВС «гремучей» ртути, гальванопластикс. мегаллургии и др. Растворимые соли калия 
и натрия пианила используются в промышленности (гальванические покрытия. обработка 
металла) и как лабораторные реактивы. Менее растворимые соли золота, серебра, ртути ииа- 
нида также выделяют НСМ при контакте с сильными кислотами. ИСМ часто образуется ири 
пожарах как продукт сгорания азотсолержаших материалов: шерсти. шелка. синтетических 
полимеров. полиуретанов, полиамилов и др. Источниками цианила являются пиансодержа- 
щие растения или их семена. которые могут быть случайно или преднамеренно включены в 
состав пиши. 

Отравление НСМ в условиях производства возможио главным образом в результате влыха- 
ния газообразного пианистого волорола при проникновении его через кожу. 

Срелнесуточная ПДК синильной кислоты в воздухе населенных мест равна 0,01 мг/м“ 
в рабочих помещениях промышленного предприятия — 0.3 мг/м?. Кониситрация кислогы ло 
30 мғ/м? при многочасовом вдыхании опасна и приводит к отравлению. При 80 мг/м* отравле- 


СМ 
КРОВЬ ТКАНИ 
Нь Ғе2* + Цита ҒеЗ* 
| у 
3+ 
Мень РеЗё-————— См Цивик 
У 

е аш 29 Рис. 8-17. Мсхциизм антидотного 
$ действия метгемоглобипообразо- 
Цита ҒеЗ+ вателей (например. №а№О,) при 
у отравлении инаиндами. МееНЬ — 


4 метгемоглобин. цита — цитохром- 
Мень ЕеЗ+. СМ оксидаза а. 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 763 


нис возникает независимо от экспозипии. Если 15 мин нахолиться в атмосфере, содержащей 
100 мг/м? НСМ, это приведст к тяжелым поражениям. а свыше 15 мин — к летальному исходу. 
Возяействис кониснтрации 200 мг/м” в течение 10 мин и 300 мг/м? в теченис 5 мин смертель- 
но. Дегазапию синильной кислоты на местности не проволят. так как она высоколетучая. За- 
крытое же помешение для этого лосгаточно хорошо провстриль или опрыскать формалином. 
Псогложная помошь при отравлении НСМ: 
» ингаляция амилнитрита (2—3 ампулы); 
» 50 мл 30% раствора тиосульфата натрия внутривенно: 
» 50 мл 1% раствора метиленового синего внутривенно: 
» !Юмл 1% раствора нитрита натрия внутривенно медленно через 10 мин 2—3 раза; 
» 20—40 мл 40% раствора глюкозы внутривенно: 
» корлиамин, эфедрин подкожно; 
• олнопвремепио с антилотной терапией ингаляция кислорола. 

При попалании токсиканта в ЖКТ необхолимо промыть желулок 0.1% раствором пермин- 
ганата калия или 5% раствором тиосульфата натрия. При нарушении лыхапия рекоменлустся 
пититон, лобелин. при коме — искусственная аппаратная вентиляция легких. 


Токсикокинетика и биотрансформация 


Цианисгый волород и его соли всасываются через ЖКТ и легкие в течение нескольких 
секунд. проникновенис через кожу происходит несколько мелленисе. В печепи цианид-поп 
биотрансформирустся в тиоцианат-ион (5СМ`). который значительно менее токсичен (см. гл. 
2.5). Концентрация цианида в крови быстро снижастся (Т,„ от 1 до 2 ч). НСМ выделяется из 
организма частично в нсизмснснном виде через легкие, с мочой и калом. частично в виде ро- 
ланистых сосдинсний через почки и ЖКТ. 


Методы определения 


В качестве объектов исследования используются: кровь (10 мл). отобранная в пробирку с 
ЭДТА (цианид в крови устойчив при хранении в течение недели при ЗС, но исустойчив при 
замораживаиии или компатной температуре): желулок с солержимым (важно в посмертной 
экспертизе). пругис органы: вешественные локазательства. 

Пробы крови берут из периферийных участков. например из бедрепной вены (см. гл. 5). 
При присме пианидов с пишей концентрации цианила в крови, взятой из сердца. могут до- 
стигать 50 мг/л. 

На количественное содержание пианилов оказывают влияние процессы гниения из-за бак- 
термальной или грибковой контаминации. в резульгате которого происхолит разложение пи- 
апилсодержащих веществ. находящихся в организме. Поэтому необходимо собирать кровь в 
пробирки, содержащие не только антикоагулянты. но и фторид натрия (см. гл. 5). 

Определение пианидов осуществляют после пробоподготовки. проведенной с помошью дис- 
тилляции (сбор пробы только в 10% водный раствор гилрокисила натрия) или микродиффузии 
(см. гл. 8.2). Новая техника пробоотбора — тверлофазная микроэкстракиия (ТФМЭ), которая 
хорошо сочстастся с хроматографическим анализом и автоматическим устройством для ввода 
проб в хроматограф (см. гл. 5 и 6). 

В пастоящсе время для онределения пианидов применяют УФ-спектроскопию, ГЖХ (ПИД. 
термоионный детсктор — ТИД или ЭЗД), ВЭЖХ-МС (см. гл. 6). 

Сравнение лвух методов определения НСМ в 20 образцах крови — хроматографического 
и спектрофотометрического показало. что между полученпыми результатами нет видимых 
статистических различий. Однако меньшее время анализа и лучшие метрологические ха- 
рактеристики отмечены при использовніни ГЖХ. Предел обнаружения равеп 1.5 имот и 
Е нмоль при относительном стандартном отклонении 0.05 и 0.08 соответствеино. а время 
анализа метолом ГЖХ составляет 8 мин, в то время как сиесктрофотометрирование занимаст 
болес 2 ч. При определении методом газовой хроматографии строят градуировочный график 
на основе анализа равновесного пара. образующегося при взаимолействии этилроданила с 
литпотреитолом (в буфериом растворе. содержащем ЭДТА) при 60 °С в течение 15 мии. Обра- 
зуюшисся четучие продукты анализируют на капиллярной колонке (25 мх0,53 мм) при 100 °С 
и пъиме ении ТИП. 
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Спектрофотометрическая методика основана на взаимодействии НСМ с хлорамином Т, вве- 
дснии окрашепного реагента (барбитуровая кислота в растворе пиридин—12 М ИСІ) и измере- 
нии оптической плотносги продукта реакции при 580 нм. 

В образцах цельной крови НСМ можно определять в равновесной паровой фазе мстодом ГХ 
с ТИД и с использованием криогенной печи. При низкой температуре печи (от —30° до +160 °С) 
без потерь вводят в капиллярную колонку 5 мл равновесного пара, что позволяет в 10—100 раз 
повысить чувствительность по сравпению с тралициопными методиками. При применснин в ка- 
честве внутреннего стандарта пропионитрила предел обнаружения равен 2 нг/мл (относительное 
стандартное отклонение 0.029—0.11$). Методику используют в судебио-химическом анализе. 

Парофазное реакционно-хроматографическое разделение (см. гл. 6.3) НСМ в крови основа- 
но на ее преврашении в хлорциан (СМС!) в колонке-реакторе с хлорамипом и детектировани- 
ем с помошью ЭЗД, прелел обнаружения равен 005 мкг/мл (рис. 8-18). 

Широко известны методики определения цианидов химическим методом. многие из которых 
приведены в электронном учебнике по токсикологической химии (см. список рекоменлуемой 
литературы). Поэтому ограпичимся кратким указанием на используемые химические способы 
определения цианидов в биообъектах. 

Реакция образования берлинской лазури — характерный тест обнаружения цианилов. который в 
критической ситуации выполняют с желулочным содержимым без прелшествующей дистилляции. 

Определение цианилов может быть проведено при общем анализе на летучие яды и целе- 
направленном анализе (табл. 8-22). 

При проведении обшсго анализз на летучие 
ялы положительные результаты перечисленных 
выше реакций являются необходимым услови- 
см последующего применения нолгвержлаюшей 
частной мстодики определения ИСМ“. 

При отрицательных результатах указанных 
реакций делают заключение о псобиаружепии 
НСМ в биоматериале. 

При целенаправлениом исследовании по- 
ложительные результаты реакций образования 
полиметинового красителя с пиридин-бензили- 
новым реактивом, берлинской глазури на импре- 

2 з гнированной бумаге п микрокристаллов цианилда 
серебра служат основанием для заключения об 
обнаружении цианилов. При слабоположитель- 
ных результатах реакций обнаружения НСМ 
листиллят упаривают и вповь проволят реакции 
образования полиметинового красителя с пири- 
дин-бензидиновым реактивом. берлинской гла- 
зури на импрегнированной бумаге и микрокрис- 
таллов цианида серебра. В случае отрицательных 
результатов перечисленных реакций дают заклю- 
чение о нсобнаружении синильной кислоты. 

Предел обнаружения НСМ вышеперечислен- 
ными реакциями в стснкс желудка с содержи- 
мым. стенкс кишечника с содержимым. печени. 

т = [[ [== почках. крови и моче 50 мкг в 100 г. в головпом 

0 5 10 мозге 100 мкг в 100 г органа. 

Вибе удоржирания, миы Для пациентов с почечпой недостаточнос- 

Рис. 8-18. Хроматограмма крови. содержащей ТЬЮ: У КОТОрых могут пакапливаться тиоцианаты 

1 мкг/ма НСМ: в высоких концентрациях и вызывать токсичес- 

1 — воздух; 2 — хлорииан; 3 — метиленхлорид КОЄ действие. неоохолимо опрелелять в плазме 

(внутренний стандарт). Разделение проволнян или моче тиоционат-ионы. Присутствие тиоцно- 

на стеклянной колонке при 55 °С. с использо- натов и тиосульфатов при концентрации ло 
ванием ЭЗД. 50 мг/л не мешает определению иманила. 
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Таблина 8-22. Определение пианилов 


Обшнӣ анализ на летучне ялы () 


Бинообъекты 


Печень, почки, головной мозг. 
кровь и моча 


Пробонойготовка 


Первый листилаят. полученный 
в результате перегонки с водя- 
пым паром биоматериала при 
общем анализе на летучие ялы 
Дистилляг объемом & мл соби- 
рают в 5 мл 0 Ён. гидроксида 
натрия 


Качественное обнаружение 


сы Целенаправленный анализ (П) 


Псчснь, почки, головной мозг, 
легкое. селезенка; кровь и моча 


Изолирование из внутренних орга- 


нов. перегонка с водяным паром 


биоматериала при одновременном 


пропускаини в перегоппую колбу 
азота 


Изолирование из кровн и мочи 
методом микролнффузни в мо- 


дифииированной камере Конвся 


при термостатировании при 50 °С 
в течение 1 ч или суховоздушной 


дистиллянисй 


Реакция с пиридин-бензидиновым реактивом (чувствительность 
реакции — 0.2 мкг). При наличии цианид-иона образуется полиме- 
гиновый краситель с переходом окраски от оранжевой к красио-фи- 


олетовой. Максимум светопоглошения окрашенного соединения при 


530 им 


| Примечание 


До проведсния изолирования 
НСМ нсключают мешающие 


ферро- или феррипизиил-исиы 


Пропускание в персгонную 
колбу азота позволяет изолиро- 
вать до 62.90—88,05% солержа- 
щейся синильной кислоты 
При совместном е НСМ при- 
сутсгвии ферро- или феррипи- 
анил-ионов добавляют ацетат 
иннка лля их связывания 


Использустся для свежего и 
гнилостно разложившегося био- 
логического материала 


Реакция с пирилин-барбитуровым реактивом (чувствительность реак- ; Используется только пля свеже- 
цин 0.2 мкг). При наличии цнанид-иона образуется полиметнновый 
краситель с псрехолдом окраски от синей к фиолеговой. Максимум 
светопоглошения окрашенного соединения при 574 нм 


Реякиия образования берлниской 
лазури проволится в пробирке 
{чувствительность 10 мкг) или на 
импрегниропгиной бумаге (чувс- 
твительность 0.05 мкг) 


Реакции образования берлинс- 


кой лазури на импрегнированной 


бумаге 


Резкиня бензоиновой конденсации с п-иитробензальдегилом и 
о-пинитробензолом (чувствительность 0.05 мкг). Имеет отрииатель- 
ное сулебно-химическос значение при проведении (1р) 


Микрокристаллоскопическая реакция с нитратом серебра (чувстви- 


тельность 0.1 мкг}. Имсет отринательное сулебно-химическое значение 


при проведении (1) 
Количественное опрелеление 
Аргентометрическое титрование 


Фотометричсский метод изме- 
рения оптической плотности 
соединения. полученного по ре- 
акции е пиприлин-бензилиновым 
резкгивом 


Флюориметрический метол (пре- 
дел обнаружения 0.1 мг/л) 


го биологического материзла 


Используется только для свеже- 
го биологического материала 


Используется только для свеже- 
го биологического материала 


При содержании 1,09—10.90 мг 
НСМ в 100 г гнилостно разло- 
жившегося биоматериала опре- 
леляют 94,49—99.92% с относи- 
тельной ошибкой + 8.39—0,549 
При солержании 50— 1000 мкг 
НСМ в 100 г органа определяют 
62.90—88.05% НСМ после сс 
изолирования при пропускании 
‚в перегонную колбу азота 
Используют 50 мкг крови 
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При проведении судебно-химического исследования органов и тканей ногибщих при отрав- 
лении НСМ людей исобходимо учитывать следуюшие обстоятельства. 

• Содержание инанилов в органах и тканях погибших при отравлении НСМ спижастся в пос- 
леловательности: желудок е содержимым > кровь > печень > почки> кишечник с содержи- 
мым > ткань головного мозга > моча. 

• Естесвениые количества пианидов. содержащисся в органах и биологических жидкостях 
человска. можно обнаружить современными физико-химическими методами (например. в 
равновесной паровой фазе методом ГХ с ТИД и с использованием криогенной печи). чувс- 
твительность привеленных выше химических реакций недостаточиа. 

» Количествсппое определение пианидов в содержимом желудка слелуст проводить обяза- 
тельно. если путь присма гоксикапта являсгся сомнительным иди исизвестным. 

• Следуст учитывать при иитерирегации результатов температуру хранения биообразцов орға- 
нов и тканей для исследования цианидов, а также присугсгвис в моче и крови углеволов и 
ацетоновых тел (табл. 8-23). 


Таблниа 8-23. Возможные сроки определения нианилов в органах и тканях (эксисримситальные данные 
іП УГО) 


Биообъект* Содержание пианнлов. % исхолно- Возможный срок определения пи- 
го количества синильной кислоты анилов при температуре хранения 
20 °С 
Кровь 44.38 Через 7 дней 
Моча 4.58 Через 7 лней 
Кровь + 1% раствор сереб- 73.05 Через 7 дней 
ра нитрата {стабилизатора) + 
этанол 
Моча + 1% раствор серебра 64.45 Через 7 дней 
нитрат (стабилизатора) + этанол 
Кровь + глюкоза 55.20 Через 1 сут 
Моча + глюкоза 34.40 Через 1 сут 
Кровь + аистон 80.00 Через 1 сут 
Моча + ацетон 70.00 Через І сут 
Кровь + ацетон + глюкоза 46.00 Через І сут 
Моча + ацетон + глюкоза 28.00 Через 1 сут 


*Солсржание в биообъскте: НКИ) мкг синнльлюй кислоты в 100 мл жидкости. | г анстона в 100) мя жилкости. г глю- 
козы в 100 мл жидкости 


Интерпретация результатов 


Концентрация цианила в крови менсе 0,05 мг/л — результат мегаболических процессов. 
Концентрация цианила в крови ло | мг/л вызывает незначительное токсическое действие. 
Концентрация пиапила в крови 17—20 мг/л вызываст значительные поврежления и смерть. 
В посмертных случаях после перорального приема цианидов с пищей концентрация циани- 
ла в крови редко составляет болес 10 мг/л. 
• Концентрация цианила до | мг/л в крови (как в предсмертных. так и посмертных образцах) 
наблюдается при ингаляционном пути его введения (например. при пожарах). 
Амигдалин 
Амигдалин — В-О-О- глюкозид, содержащий цианогруппу. Он обнаружен в ялрах миндаля. 
абрикосов. вишен, персиков. корне маниоки и других растениях. В 100 г сырых ядер абрикоса 
содержится 217 мг цианндов. 
Амигдалии может гилролизироваться ферментами или кислотой (шелочью) сначала до 
маилелонитрил-В- Р-О-глюкозида и О-глюкозы, затем до манделонитрила и О-глюкозы и, 
наконец, по бензальдегида и цианистого волорода. Эта реакция при попадании влаги ка- 
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тализируется группой фермептов (эмульсинон). присутствующих в япрах плолов. которые 
содержат амиглалин. Если плоды понали внутрь, то реакция продолжается в кислой среле 
желудка или шелочной — кишечника, а также из-за присутствия бактериальных гидроли- 
тических ферментов. 

Для лечения онколологических больных за рубежом используют препарат асте, который 
ранее считали манделонитрильным гаюкурпонидом. Олнако последующие исслелования этого 
препарата позволяют признать. что все известные формы Гасийе — это фактически амиг- 
далии. Вещество выпускают в таблетках 250 н 500 мг для орального применения и 3 г/10 мл 
раствора лля внутривенной или внутримышечной инъекции. Ежедневная лоза для взрослых — 
500--2500 мг орально или 3000—6000 мг для инъекций. Терапевтический курс — 3 нед сже- 
лпевпых инъекиий совместно с ежедиевным оральным приемом соответствующих доз. При 
пнутрипепном введении препарата Гасге гидролиз амигдалинз незначителен. Внутричы- 
шечно или внутривенно ввелснная лоза амиглалииа может быть вылелепа в неизмененном 
виле с мочой в течение 24 ч почти полностью. При оральном приеме только 8—32% выволит- 
ся в неизмененном виле с мочой. Конпентрация цианила и тиопианата в моче увеличивается 
незначительно после внутривсиного или орального примепепия амиглалина. Часто пациенты 
с опкологнческими заболеваниями употребляют миндаль или ялра абрикоса как дополнение 
к обычной оральной или внутривенной терапин амнгдалином. У пациентов. получающих 
оральные дозы амнглалина. ие пабаюлалось токсических эффектов (кониснтраиии цианида 
в крови ниже 1 мг/л). но ири добавлении в пишу миндаля, ядра которого содержат В-глюко- 
зидазу, уровень цианида в крови увеличился до 2.0 мг/л. что проявилось тошнотой, рвотой. 
головной болью, головокружением и слабостью. Другой пример. После приема в пищу семян 
абрикоса возможно острое отравление с летальным исхолом. Так. известен случай острого 
отравления 9 детей, 2 из которых умерли, после того как каждый из них съел в среднем 
10—12 семян абрикоса. 

В плазме или моче амиглалии определяют после ферментативного гизролиза в присутствии 
беизальдегили метолами УФ-спектромстрии, ГЖХ (ДИП или ЭЗД), ВЭЖХ-МС. 


8.4. ПЕСТИЦИДЫ 


Будем тверлы в досгиженин цели 
и мягки в средствах сс достижения. 
Аквавива 


8.4.1. Классификация пестицидов 


Пестипилы — химические срелства. применяемые в сельском хозяйстве для зашиты расте- 
ний от различных вилов врелных организмов и сорняков, а также в гигиене людей и животных. 
Термин «пестицил» охватываст широкое разнообразие веществ. имеющих свойство уничтожать 
нежелательные формы жизни. 

Потенииальная опасность лля живой приролы и людей, непредотвратимость циркуляции 
пестицидов в биосфере и в связи с этим контакт болыного количества людей с пими отличают 
несгициды от прочих химических вешеств. используемых человеком. Более тысячи пестици- 
дов используется ссголия в мире. Большинство из них имсет общепринятые пазвания. со- 
гласовэниыс с Международной оргянизанией по стандартизации (Пиегпапопаі Залдагодбанол 
Отапбаноп — 150). Сушествуют различные полходы к классификации пестицилов. Их клас- 
сифицируют по назначению, способности проникать в организм врелителя, характеру и меха- 
низму действия, токсичности и другим признакам (табл. 8-24). 

К пестипилам также относят химические средства, стимулирующие и тормозящие рост рас- 
тений (регуляторы роста растений). препараты для улаления листьев растений (дефолианты). 
препараты для подсушивания растений (лесиканты). препараты для отпугивания (репелленты) 
и привлечения (аттрактанты) насекомых. 
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Таблица 8-24. Классификация пестицидов по назначению. способу проникновения и характеру дейс- 
твия 


Группа пестицилов Назначение, способ проникновения и характер действия 
Инсектициды 

Контактного действия Вызывают гибель вредных насскомых при контакте 

Кишечного действия Вызывают гибель насекомых при попалании в кишечник 

Системного действия Способны продвигаться по сосудистой системе растения и отравлять пос- 
лающих его насекомых 

Фумиганты Действуют в газообразном состоянии через органы дыхания насекомых 

Гербициды 

Контактного действия Вызывают гибель сорных растений при контакте 

Системного лействия Способиы пролвигаться по сосудистой систсме растсний и вызывать их 
гибель 

Почвенного лействия Действуют на корневую систсму растсний или из прорастающие ссмена 

Избирательного лействия Поражают голько опрелеленные вилы растений 

Сплошного действия Уничтожают всю растительность 

Фунгицилы 

Контактного действия Используют для борьбы с натогенпыми грибами 

Системного действия Способны продвигаться по сосудистой системе растений и убивать пато- 
генмыс грибы 

Зашитного действия Сиособны зашигить от воздействия патогенных грибов 

Лечебного действия Способны лавать лечебный эффект при действии патогенных грибов 

Другие группы 

Ларвицилы Уничтожают личинок и гусениц насекомых 

Акарицилы (органотины) Уничтожают растительноядных клешей 

Овниилы Уничтожают яйца вредных насекомых и клешей 

Нематопиды (фораты) Унич!ожают круглых червей 

Зориилы, или Уничтожают грызунов 

ролситициды 

Моллюстипиды (никло- |Уничтожают моллюсков 

замиды) 

Баклериниды Уничтожают болезнетворные бзктерин 


Классификация пестицидов по токсичности 

Обладая выраженной биологической активностью. пестицилы могут оказывать токсическое 
действие на организм животных и человека. что приводит к нарушению работоспособности 
человека, заболеванию и даже к смерти. 

Степень токсичности пестицидов зависит от пути их поступления в организм (иигаляци- 
онный, пероральный, трансдермальный и лр.). от индивидуальных особенностей организма 
(возраст, пол, наслелственность, заболевания и т.д.) и ряла других факторов. 

Классификация по степени опасности отравления предложена сисциалистами ВОЗ и осно- 
вана на величине Е). пестицидов для крыс в зависимости от пути введения токсикантов и их 
агрегатного состояняя (табл. 8-25). 

Опасность отравления пестипидами зависит от приролы соединсния, его агрегатного со- 
стояния (жидкая форма пестицила более опасна, чем твердая). прололжительности контакта. 
степени летучестн токснканла, сго устойчивости в окружаюшей среде (персистентность), спо- 
собности к кумуляции (накопление в организме). 

Персистеитность очень важна для оценки токсичности пестицидов. Пестициды делятся по 
устойчивости в почве на очень стойкие, псриод разложения которых составляет более 1 гола, 
стойкие — от 6 мес ло 1 года, умеренно стойкие — 1—6 мес, малостойкие — до 1 мес. 
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Таблина 8-25. Классификация по стенеии опасности отравления 


Класс опасности на | 1), для кры ыс, мг/кг массы теля. ра 


| ыю і нслермально 
| твердыс } жидкне | твердые | жидкие 
1А — крайне опасные зи менее 20 и менее 10 и менее 40 или менес 
ІВ — пысоко опаспые 3—50 20—20) 10—100 40—400 
П — умеренио опасные 50—500) 2000—2000 1090—1000 4900—4000 
Ш — мало опасные около 510) окодо 2000 около ТОО около 4000 
более 2000* более 3000* 


Ы Допускается только аля некоторых пеетинилов. 


Кумуляния псстипидов в органийме человека и животных характеризуется коэффипиен- 
том кумуляпии. который опрелелястся отпощенисм суммарной дозы препарата, вызывающей 
гибель 20% подопытных животных при многократном введении. к лозе, вызывающей гибел, 
50% животных при однократном виедении. Если коэффициент кумуляции мепсс 1, вемество 
обладает сверхкумулянией. при коэффициеите кумулянии 1—3 у вешества выраженная куму- 
ляпия. при коэжффиниенле 3—5 — умерсиная. при коэффициенте более 5 — слабовыраженная 
КУМУЛЯНИЯ. 

Различные классы пестицилов облалают в большей или мелышей степени иммунотоксич- 
ностью, эмбриотоксичностью, гепатотоксичиостью и другими видами токсичпости. 

Для отнесения псстицила к тому или ипому классу опасности в первую очередь учитыва- 
ется свойство, определяющее сго опаспость. Это значит, что даже малогоксичпос вещество, 
по обладающее канцерогенным или мутагенным свойством. может быть отнесено к 1 классу 
опасности. Если исстиния по олному из показателей относится к первой группе гигиенической 
классификации (см. гл. 2). он очень опасен для людей и теплокровных животных. 

Для выбора методов определения пестицидов важио знать их свойства. В этом случае более 
улобна классификация по химическому строению. В занисимости от химического строения 
пестицилы полразлеляются на две групны: неорганической природы (соелинения мышьяка, 
таллия, мели. серы и др.) и органической природы синтстического или биологического проис- 
хождения. Отдельно можно выделить металлоорганические сослинения. например алкилртут- 
ные фупгициды. Большинство пестицияов — это органические соединения. которыс подраз- 
деляются на классы и подклассы (хлорорганические сосдинсния — ХОС, фосфюроргапические 
соединения — ФОС, синтетические пиретроиды — СП. карбаматы и т.д.). Прсаставители од- 
ного и того же класса, имея схолпое химическое строение, могут иметь разиопаправленное 
действие (входить в различные группы по назначению), обладать иными токсическими свойс- 
твами. 

Инсектициды подразделяются на 8 химических групп. 5 из которых имеют пажнос токсико- 
логические значение: ФОС, ХОС. карбаматные соединения (эфиры карбаминовой кислоты). 
естестиенные и синтетические пирстроилы, производные мочевины. 

Гербициды по своей химической структуре полразлеляются иа 12 групп. но наиболее важиы 
в токсикологическом отношении только 7: хлорироваиные феноксикислоты, производные мо- 
челины. триззины. урацилы, соелинения с четвергичпым азотом, карбамагы и тиокарбаматы, 
карбопиклические кислоты и эфиры. Также гербицилы по химической структуре прелетавлены 
ампдами. хлорапетанилиаами. органическими сосдииеииями мышьяка и лр. 

К фунгицидамя принадлежат соелинения многих химических групп: бензимилазолы. дитио- 
карбаматы. ацилаланины. ФОС и др. Наиболее важные из них — комплексы литиокарбаматов 
с марганнем, никелем и цияком. органические и неоргапические сослииения мели и ртути. 

Родентициды представлены 3 группами сосдинсний: фосфином, солями таллия, обычно 
сульфатами; кумариновыми аитикоагуляитами. 

Акарициды. моллюстициды и нематоциды. Некоторые из этих соединений имеют более одной 
области применения и могут быть среди вышеупомянутых химических групп вешсств. 
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Формы применения пестицидов 

Эффективность применения пестицидов зависит не только от действующего вешества. но 
и от выпускаемой формы препарата, условий. ири которых оно контактирует с вредными ор- 
ганизмами. Формы выпуска пестицидов: смачиваюшиеся порошки. концентраты эмульсий. 
гранулированные препараты. микрокаисулированиые препараты, растворы, аэрозоли и др. 


Основные требования, предъявляемые к пестицидам 


Пестицилы должны облалать наряду с высокой оиологичсской активностью по отношению 
к различиым вилам вредных организмов и сорных растений комплексом свойств. обсспечива- 
ющих безопасность их использования. Важисйшими требованиями. предъявляемыми к пести- 
цидам, являются: 

• низкая токсичность для теплокровных животных и человска, 
• обязательное отсутствие у иих бластомогеннохо. тератогенного, мутагенного, эмбриотокси- 
ческого действия и других возможных отдаленных нежелательных послелствий; 

отсутствие резко выраженных кумулятивных свойств; 

способность разлагаться в природных условиях на истоксичные компоненты в течение не 

более 2 лет. 

Учитывая токсичность пестицидов, а иногла их малую эффективность, например. резис- 
теитность перепосчиков инфекционных заболеваний к пестицидам, Комитет экспертов ВОЗ 
предлагаст использовать чередование пестицидов, смеси пестицидов, сипергисты пестицидон, 
чередование малых и болыших доз, биологические методы борьбы. 

Альтерпативой использования ядохимикатов являются биологические пестицилы. При био- 
логической борьбе используются агенты. являющиеся токсичными только для насекомых-пе- 
реносчиков или вредителей. Например. в Индии и Сомали борьбу с малярией велут с помошью 
рыб, послаюших личинок комаров — переносчиков заболевания. а также клопов-гладышей, 
выпушенных на рисовые чеки. В Иране с этой целью используют грибы Ёирелійінт рісатит. 
Бактерия ВасШих глигіпріепуіѕ продуцирует обширное и нсолиоролное семейство пестицилных 
белков. Многие из них токсичны для сельскохозяйствениых вредителей. особенно бабочек. 
а лва типа (серотин Н-14)3 В. випптаепя$ и В. ѕрћаегісиѕ) продуцируют протеины. токсичные 
для личинок комаров и мошки. Активность Н-1413 В. Ниппаелях и В. урйаетсиу обусловлена 
4 различными белками с относительной молекулярной массой 27 300, 65 000, 128 000 и 135 000 Д. 
Вполне вероятно. что периодическое применение Н-1433 В. финпеетя5 и В. зрйаетсих в ка- 
честве ларвицида при череловании с градиционными инсектицилами позволит предотвратить 
или отсрочить выработку резистситности к последиим. Полезной тактикой прелүпрежления 
резистентности к бактериальным пестинилам может стать дальисйшее совсршеиствование их 
применения путсм переноса генов В. гиліпоіепѕіт трансгенным организмам (например, синс- 
зеленым водорослям) при сохранении максимального разпообразия пестицидных белков. 


8.4.2. Физико-химические свойства, метаболизм, токсичность 


Строение и физико-химические свойства пестинилов (изомерия. устойчивость при нагрева- 
нии, действии света, влаги и кислорода воздуха. растворимость в воде и органических раство- 
рителях, кислотио-основные свойства. летучесть) должны учитываться при проведении ХТА 
(выбор способов пробопойгоговки и методов определения. приготовление и храпение рабочих 
растворов. растворов сравнсния и т.п.). 

Диаиазон токсичпости пестицидов для людей довольно большой. Известно, что всего 100 мг 
тербуфоса. принятых внутрь. смертельпы лля большинства взрослых люлей. в то время как 
другой пестицид — амитрол не яловит в лозс нескольких сотен грзммов. Даже в пределах ол- 
ного класса пестицидов токсичность их может значительно различагься. Метаболиты многих 
пестицидов являются более токсичными веществами, чем исхолные соединения. Цекоторые 
песгипиды нс проявляют высокой токсичности, но вхоляшие в состав выпускаемых препаратов 
различные наполнители и растворители могут быть ядовитыми и служить главной причиной 
симптомов отравлений. 
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Представители одного и того же класса пестицилов имеют сходные свойства и часто одни 
и тот же механизм действия. Источником отравлений людей и животных могут быть как сами 
исстицилы, так и различные объекты висшней срелы. содержащие их. например вода. расте- 
ния. пищевые пролукты. что связано с накоплением пестицидов в окружающей среде и пере- 
мешением их но пишсвым исиям. Частая причииз отравлений — несоблюдение правил безо- 
паспости при работе с пестицилами в быту и на производстве (случайные, ирофессиопальные, 
бытовые отравления). Встречаются суицидальные отравления пестипилами. У лиц, занятых в 
производстве пестипидов или постоянно используюничх их. возможно хропическое отравле- 
ние, прежле вссго из-за способности нестицидов к кумулянии. 

При остром отравлении в первую очередь проявляются специфические симптомы отрав- 
ления, зависуише от вида и функциональной роли определенных рецепторов токсичносги. с 
которыми взаимодействует песгицид или ето метаболит. Постепенно появляются признаки 
поражения ощельных органов или систем (см. электронное приложение). 

При хронической интоксикации. в отличие от острой. проявлению специфических симиго- 
мов токсического поражения предшествуег длитсльный период обшссоматических расстройств 
(головная боль, головокружение, ломота в суставах, тошнота, рвота). 


Антихолинэстеразные препараты 


Известпо большое количество химических соединений, способных полавлять активность 
холииэстеразы (ХЭ). К соединениям, обладающим таким свойстпом. относятся пестициды из 
группы ФОС и производных карбаминовой кислоты, составляющие значительную часть ассор- 
зимента препаратов, широко используемых в сельском хозяйстве. срели которых инсектиниды, 
акарицилы, гербициды, немазоциды, дефолианты и другие ядохимикаты. Велущим звеном в 
механизме действия этих веществ на оргапизм человека и животных является нарушение ка- 
талитической функции фермента ХЭ во всех органах и структурах. имеющих холинергическую 
иннервацию, прежде всего в ЦНС. Поэтому фосфороргапические пестициды (ФОП) и карба- 
маты относят к нервным или синаплическим ялам. 


Фосфорорганические пестициды 


Открытис биологических свойств сложных эфиров фосфорной кислоты произошло случай- 
но в 1932 г. после выявления сильных холииергических эффектов у люлей при вдыхаиии паров 
фтораигидрила диэтнлфосфата. В 1934 г. Г. Шредер предложил использовать вместо никотина 
в качестве инсектицила тетраэтилпирофосфат. Он же положил начало разработкам. привед- 
шим к получению «нервных» газов табуна и зарина. После Второй мировой войны были син- 
тсзированы и апробированы в качестве инссктицилов болес 10 000 вешсств класса ФОС. По- 
тенциальное количество соединепий. которые можио создать на основе структуры (рис. 8-19), 
предложенной Г. Шредером. оценивается в 250 (000 манмспований. 

К настояшему времени известно более 100 коммерчески доступных ФОП. которые ежегодно 
производятся в количестве 1.5—2.5-10°т (табл. 8-26). К пим относятся эфирные. амилные или 
тиоловые производпые фосфорной (лихлофос), тиофосфорной (метафос, трихлорметафос. мер- 
каптофос и лр.), дитиофосфориой (карбофос, фосфамид и лр.). пирофосфорной. фосфоновой 
(хлорофос) кислот. 

ФОП представляют собой твердые кристалли- 
ческие вешества, бесцветные или желтовато-ко- 
ричиевые, часто маслянистые жидкости. Многие х 
из них имеют неприятный специфический запах. 
низкое лавзение пара. малорастворимы в воде. хо- 
ровю — в липилах. Болыиинство ФОП, за исклю- 
чением лихлорфоса. имеет сравнительно низкую в, р 
легучесть. в воде подвергается гидролизу. образуя 
неяловитысе сослинения, опасность отравления 
которымн значительно меньше по сравнению с 
хлорорганическими пестицидами, которые более В. 


продолжительно воздействуют на организм. 
Рис. 8-19. Общая структурная формула ФОС. 
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‘Таблица 8-26. Классификапия ФОП 


1 ни У 


__ Подкласе  ЩЁ о Врш ореолы № х 
Фосфородитионаты О-алкил О-алкил $-алкил, 5-арил 5 
Фосфоротионаты О-алкил О-алкил О-алкил. О-арил $ 
Фосфоротиоаты О-алкил О-алкил 5-алкил. $-арил о 
Фосфаты О-алҝил О-алкил О-алкил. О-ария | О 
Фосфонаты О-мстил О-метил Аллил. арил О 
Фосфонодитиоаты алкил О-алкил 5-арил М 
Фосфороамилотиоаты О- или $-алкил О-алкил МИ) -группа О или 5 


В сельском хозяйстве используют главным образом эмульсионные концентраты или влаго- 
поглощаюшие порошки для получения жидких аэрозолей и гранул. Летучие соединения ис- 
пользуют ограниченно. 

ФОП легко всасываются через кожу. попалают в организм через лыхательную систему и 
ЖКТ. Независимо от способа введения кониентрания многих ФОП в мозге значительно мень- 
ше. чем в других гкапях. что связано с их плохой проницаемостью через гематоэнцефаличес- 
кий барьер. 

Биотрансформация ФОП происходит путем окисления и гидролиза при действии эстераз. 
что приводит к образованию продуктон различной токсичности. ФОП и их метаболиты вы- 
волятся в виде глюкуронилов с мочой и калом. Степень и время эффекта зависят ог природы 
ФОП. Нейротоксическая активность ряла ФОП может изменяться в результате биотрансфор- 
мации. 

Так, метаболизм триортокрезилфосфата (ТОКФ) в организме животных протекает с образо- 
ванием пиклического соелипспия о-полнииклосалегининфосфата. нсйротоксичсские свойства 
которого выражены в 5 раз сильнсе. чем у ТОКФ. В процессе прсврашсния леитофоса образу- 
ются такие метаболиты. как лептофосоксои и десбромлептофос. которые в 2—3 раза активнее. 
чем лсигофос. Метаболитом афоса являстся оксиосфонат. обладающий более сильным нейро- 
паралитическим свойством. При окислении паратиона образуется высокотоксичное соединение 
нарзоксон. Некоторые фосфоротиоаты вследствие большей липофильности могут находиться в 
организме в неизмененном виде в течение многих дней или недель, что провоцирует рецилив 
клинических проявлений после улучшения. Другие, например дихлофос (О.О-лиметил-О-2-2- 
лихлорнинил фосфат) и омегоаг (лиметилфосфоротиоат) быстро гидролизуются в неактивные 
сослинения и не оказывают пролонгированного токсического действия. Как правило. ФОП не 
накапливаются в организме человска. Однако после острой интоксикации ФОП обнаруживают 
в жировой ткани в течение нескольких недель. 

ФОП нарушают каталитическую функцию ХЭ. Ацетилхолин (АХ) является медиатором ЦНС. 
синтезируется в нервных кястках из холина и уксусной кислоты при участии ХЭ и ацетилко- 
энзима А. ХЭ локализуется не в митохондриях нервных клегок (во последним данным). а в 
цитоплазме. облалает высоким сролством к мембранным репепторам. АХ накапливается в окон- 
чаниях нервных волокон. которыс отделены от сипаптической шели пресипаптичсской мемб- 
раной. За синаптической щелью шириной 20—50 нм расположена постсинаигическая мембрана. 
ХЭ располагастся как на пресипаптичсской. так и на постсинаптической мембране. 

Нервный имиульс. достигая синантического окоичапия. дсполяризует сго, в синапсе проис- 
ходит обратимое увеличение кониснтрации ионов кальция, что и приводит к выбросу АХ в си- 
наптическую шель. АХ взаимолействуст па постсинаптической мембране с холиноренептором — 
мембранпым комилексом белковой приролы, имеющим аниониый центр, который рсагируст с 
катионной головкой АХ. Другой участок рецептора взаимодействует со сложноэфирной груп- 
пировкой молекулы АХ, что приводит к открытию или закрытию ионных каналов. возпикает 
деполяризания мембраны. Антихолинэстеразные вещества нарушают цепь сипаптической пере- 
дачи возбуждения. Быстрый гилролиз АХ обеспечивают ферменты ХЭ. среди которых известны 
ацетилхолинэстераза (АХЭ). бутирилхолниэстераза {БуХЭ)} и бензоилхолинэстераза (БеХЭ). АХЭ 
солержится в сером веществе мозга, симпатических ганглиях, нейронах спиниого мозга, эритро- 
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цитах. энлоплазматическом рстикулуме. мышпах и 
пругих тканях. Гилроксил ссрииа и пирилиповый 
атом азота имидазола в гистидние — аминокислот, 
вхоляших в ХЭ. ответственны за ес реакиионную 


Ф 


Знамн – ОН + Х-Р - (08) « > Энзим-ОН-Х-Р-(ОБ), 


способность по отмошснию к АХ. Конформаци- е) 
оипые изменения молекул субстрата и фермента 
обеспечивают высокую каталитическую эффек- у 
тивность реакини ХЭ и АХ, которая протекасг за 6] ў 
несколько миллисекунд. АХЭ играст главную роль ЕА Энзим-О-Р-(ОВ) 
в гилролизе АХ. < 
ФОП пызываюг необратимое ингибирование 
АХЭ, фосфорилируя фермент и пакапливая АХ С) 
на чувствительных к пему рецепторах (рис. 8-20). о 
На первой стадии (1) происходит обратимая | 
конкурентная реакпия (обратимое ингибирование Моим -О-Р-ОВ 
фермеитио-субстратного комплекса Михаэлиса), | 
затем — фосфорилирование гилроксила серино- о 


вого остатка фермента и потеря группировки Х рис. 8-20. Ингибирование АХЭ ФОП. Пояснс- 
(2). лалес возможна рсактивация комплекса (3), цџе в тексте. 


скорость которой зависит от приропы песгипи- 

па. РН срелы и наличия оксимов. катализирую- 

щих реакцию. или вторая необратимая сталия (4) — разрыв К-ОР связей. в результате чего 
ингибитор (ФОП). входящий в комилскс с фермситом. отличается от своей первопачальной 
структуры. В резульгате леалкилировапия прочность связи с ХЭ резко возрастаст, т.е. происхо- 
диг старение комплекса ингибитор фермент и гилролиза АХ не происходит. Итак. различие 
во взаимодействии ХЭ с АХ и ФОС состоит в том. что ацетизированный фермсит — очень 
непрочное соединение, легко подвергающееся гидролизу. что освобождает активные пенуры 
ХЭ лия новых реакций с АХ, а при фосфорилироваиии образуется чрезвычайно устойчивос к 
гидролизу сосдииенис. утригившсс свою каталитичсскую функцию и псспособнос реагировать 
с АХ. Устойчивость к гидролизу фосфорилированной ХЭ зависит от характера алкоксигрупп. 
связанных с фосфором и увеличивастся в послеловательности: диметиловые. лиэтиловые. ди- 
изопропиловые эфиры фосфориых кислог. послелние практически исобратимо угнетают ХЭ. 

Строснис ХЭ н холинорецепторов имеет мпого общего, поэтому ФОП могут взаимолейство- 
вать пе только с ферментом, по н с холипорецеитором (например. паратиои). 

Ббльшей токсичностью и аитихолниэстеразной активностью характеризуются соединения, 
в которых атом фосфора связан с кислородом. а не с атомом серы. Оптические и геомегричес- 
кне изомеры ФОП проявляют разную аигихолииэстеразную активность. 

Клиника острой питоксикапии ФОП включает мускарино- и никотиноподобные наруше- 
ння, изменения со стороны центральной первной и дыхательной систем. 

По требованиям ВОЗ, препараты, оказываюише отдалсиное исйрогоксическое действие, — 
ОНД (через 14—21 день. а иногла через 1—5 лет после перенесенного острого отравления). 
приволяшес к стойкой нотере трудоспособности. не допускаются к виедрению в практи- 
ку. К настояшему времсии механизм ОНД ФОП окончательно не выясиен. нс установлена 
прямая связь между их аигихолипэстеразиым и нейропаралитическим действием. Мишенью 
ОНД ФОП являстся спелифический белок нервной ткани. так называемая нсйротоксическая 
{нейропатическая) эстераза (НТЭ). Фосфорилирование эстеразы сопровождается гидролизом 
эфирной (Р-О-С) или амидной (Р-№-Р) связи ФОП. приводяшим к появлению ионизиро- 
ваниой групны кислого характера. Снижение активности НТЭ регисгрируют задолго до по- 
явления клинических признаков нейропатии. Развитие ОНД связано не только с угиетснием 
НТЭ. по и с послелуюшим се старением. Под старением понимают такос изменение структу- 
ры фосфорилированной ИТЭ, в результате которого она теряст способность к реактивации. 
Ингибирование активпости фермента менее чем на 70—80 не обеспечивает старение. и та- 
кис ФОП не вызывают ОНД. У человека похожий на НТЭ фермсит обнаружен в лейкопитах 
и тромбоцитах периферичсской крови. В настоящее время опрелеление в периферической 
крови этого фермента рассматривается как тест. прелсказываюший у людей развитис поздних 
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невропатий. К ФОП. вызывающим иевронатия. относятся: 5.5.5-трибугил-фосфоротритио- 
ат, мерфос и фентионы. 

Об опасности отравлений чсловска ФОП свидстельствуют приведенные в табл. 8-27 высшая 
суточная доза (ВСД). ПДК в пределах рабочей зоны и предельная пороговая величина (ППВ) 
для искоторых ФОП. 


Таблица 8-27. ВСД. ПДК и ППВ лля некоторых ФОП 


Соединение ВСД, мг/кг | ИЛК, мг/м) | ШВ, мг/м? 

арм _ массы тела | гы 
Ацефат 0.03 — — 
Этил-азннофос нет — — 
Метил-азинофос 0.005 0.2 0.2 
Бромофос 0.04 — — 
Этил-бромофос 0,003 -. - 
Карбофенотион 0.0005 — — 
Хлорфепвинфос 0.0005 - — 
Метилхлорпирифое 0.01 — 0.2 
Хлортион нет — — 
Кумафос нет — 5 
Деметон нет 0,1 0.11 
Деметон-8-метил 
и его производные 0.0003 — 0.5 
Диазннон 0,002 1.0 0.1 
Дихлорфос 0.004 1.0 0.9 
Диметоат 0.01 = 8 
Дисульфотон 0,0003 — 0.1 
Этиоп 0.002 — 0.4 
Фенитротион 0.005 — — 
Феитион 0.007 0.2 0.2 
Малатион 0.002 15 10 
Мевинфос 0.0015 0.1 0.092 
Ометоат 0.0003 — — 
Этил-паратмон 0.004 0.1 А 
Метил-паратнон 0.003 – 0.2 
Метил-примифюс 10.03 — 
Тиомстон 0.003 — — 


Досталочио сложно предоставить достоверные данные о лстальных лозах для человека. Счи- 
гается, что присм внутрь или ингаляционно 10—300 мг паратиона оказывает лстальноє воз- 
действие на взрослого человека. Определена смертельная доза диазинона для человека, которая 
составляст 25 мг при присме внутрь, средняя летальная лоза малатиона равна примерно 60 г. 
Олпако известны случаи. когла дети погибали от воздействия 0,1 мг/кг паратиона. При адек- 
ватпом лечении можно пережить и воздействие намного болес высоких доз на организм. 

Лечение осгрых отравлений включаст уход и спспифичсскую терапию противоядиями для 
нейтрализации токсического действия ФОП. Как антилот используют атропин, который явля- 
стся блокагором М-холипорецепторов. Однако атропин ис оказывает значигельного влияния 
на скорость регенерации ингибированиой АХЭ. 

Оксимы являются антагонистами ФОС, т.е. это реактиваторы ХЭ. В результате дсалкилирова- 
ния некоторые ФОС вызывают настолько быстрое старение комплекса ферменг—ФОС, что ок- 
симы уже не могут оказать действия. При использовании некоторых оксимов возможны тяжелые 
последствия, поэтому прежде чем пазначать оксимы, необходимо идентифицировать ФОС. 


Карбаматы (эфиры карбаминовой кислоты) 


Термин «карбаматы» используется для обозначения класса органических сослинений, яв- 
ляющихся производными карбаминовой кислоты и обладающих различной биологической 
активностью (инсектициды, гербициды. фунгациды. моллюскоциды). Карбаминовая кислота 
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(амид угольной кислоты) в свободпом состоянии исизвестна. Соли карбамиловой кислоты, 
папрогив, устойчивы, и именио они носят название «карбаматы». В качестве пестицидов на- 
шли применение ие соли. а сложные эфиры карбамипоной кислоты — уретаны. В связи с этим 
использование термина ‹карбаматы» применительно к производным карбаминовой кислоты, 
являющимися пестинилами. нскорректио. Тем не мспсс этог термин приият в химии пестиии- 
лов и будет пами использоваи ири дальнейшем изложении материала. 

Карбаматы прелставляют собой сиитетические аналоги токсичного азкалоида физостигми- 
на, вылеленного из калабарских семян растсиия Рйууозйета уепепозит в 1864 г. Химическая 
структура этого вешества была установлена 
Стедманом и Бейксром в 1925 г.. а холинерги- 
ческие свойства описаны Леви в 1926 г. 

Известно болыпое количество антихолип- к р 
эстеразиых карбаматов. Карбаматы. исполь- Ф 
зующиеся в качестве пестицидов (КП), явля- 
ются синтетическими производными сложных \ 
эфиров карбамиповой кислоты Н,М-СООН 
(рис. 8-21). Тиокарбаматы и литнокарбаматы 
рассматриваются пиже. они имеют иной меха- 
низм действия. Рис. 8-21. Обшая структуризя формула карбама- 

Срели КП выделяют карбониклические. Тов. К — в балыниистве случаев райикалы бен- 
гетероциклические и оксипроизводные кар- зола. нафталина илн лругих соелинений с арома- 
Саминовой кислоты. Большииство из них ма-  ТИЧеским колыпом; К, — обы'шо только волоро; 
лорастворимо в воде и умеренно растворимо № — обычно метильная группа. 

в беизоле. толуоле, ксилоле. хлороформс и 
1.2-дихлорометанс. ПНекоторыс соелипения 
плохо растворимы в неполярных органических растворителях. но хорошо растворимы в относи- 
тельно полярных органичсеких растнорителях: метаполс. этаноле. ацстоне. лиметилформамиле. 

Как сложные эфиры они подвержены гидролитическому разложению. особеино в щелочной 
среде. При увеличении РН па каждую единицу выше 7.0 скорость гидролиза увеличивастся 
приблизительно в 10 раз, при повышении температуры на 10 °С — почти в 4 раза. Неустойчи- 
вость этих соелинений в шелочах используется для очистки и обеззараживания прелметов от 
присутствующих на них карбаматов. 

КП в осповном применяюг и сельском хозяйстве в качестве иисектицидов, фувгицидов, 
тербицилов, нематоцилов или для подавлсиия роста сорияковых побсгов. Кроме того. их ис- 
пользуют в промьнленности или других сферах деятельности. а также в домашием хозяйстве 
как биоциды. 

Сосдипения. применясмые в сельском хозяйстве. вы пускают, как правило. в виде смачнва- 
ющихся порошков, пылеобразных вешеств. гранул и кониеитратов с эмульгирующей способ- 
ностью. Важно отметить. что нскоторые карбзматы выпускаются в комбинации с другими пес- 
типилами. Это особенно важипо лля диагиостики и выбора методов лечения при отравлениях. 

КП легко проникают через неповрежденную кожу. слизистые оболочки, дыхательные пули 
и нишенарительный тракг. Опасность для здоровья прелставляет частое контактирование с 
КП. связанное с профессиональными обязанностями. Возлействие на организм происходит 
ингаляционным путем и через кожу, перорально — при суицилальных попытках и случайном 
приеме внутрь. 

Производные метил- и диметилкарбаминовой кислоты подвергаются окислению (при учас- 
тии различных оксилаз) либо гилрализуются и выволятся в свобоаном и конъюгироваипом (с 
серной или глюкуроновой кислотой) виде. Реакции окисления включают М-демегилирование. 
гидроксилированис ароматического кольца. О-дсалкилирование. алкильное гидроксилиро- 
вание. сульфоокисление, превращение М-метильных групп в №-формамидныс или №-гидро- 
ксиметильные группы, а также образование дигидроксипроизволных ароматического кольца. 
Как правило. метаболиты менее токсичны, чем исходные карбаматы. КИ быстро выводятся с 
МОЧОЙ. 

Извсстио, что иестицил карбарил биотрансформируется путем окисления, гидролиза и 
конъюгяции (с глюкуроновой или ссрной кислотой). Образовавшийся при гидролизе В-нафтол 


в. 


776 Глава 8 


составляет более 20% принятой внутрь дозы. выволится с мочой в своболном и конъюгирован- 
ном виде вместе с небольшим количеством коньюгированиого 4-гилроксикарбарила. 

КП. подобно ФОП. снижают активность ХЭ, но ингибирование активного пентра фермента 
обратимо. Клинические проявления отравлений обоими типами вешеств, т.е. карбаматами и 
ФОП, одинаковы, но у карбаматов опи мсиее прололжительные. Опасность отравления при 
ежедиевиом воздействии токсикантов на организм не увеличивается, поскольку их количества 
недостаточно для иемелленного проявления симптомов интоксикации. Обычно симптоматика 
отравления сохраняется не более 8 ч. Мегилкарбаматы угнетают активность ХЭ в 5—10 раз 
сильнее, чем димегилкарбаматы. АХЭ способна гидродизовать КП. хотя скорость гидролиза 
при этом булет ниже. чем при гидролизе сстествениого субстрата фермента — АХ. Симитомы 
отравлепия проявляются. ссли количество пестииила в организме лостигаст того уровня. при 
котором скорость карбамилирования АХЭ превышает скорость гидролиза КИ под действием 
фермента. При этом происходит пакоплсиис АХ в нейроэффекторном и синаитнческом прю- 
странстве. что ведет к клиническим проявлениям. полобным отравяению ФОП. КП не вызы- 
вают длительных невропатий. 

Токсичность КП колеблстся в широких пределах. Большинство ароматических карбаматных 
сложных эфиров обладаег низкой токсичпостью при трансдермальиом пути введения. Однако 
алликарб проявляет сильное токсическое действие при попалании в организм как через кожу. 
так и псрорально. Доза большинства КП. при прииятин внутрь которой возможна интокси- 
кация с летальным исходом. составляст лля человека 50—500 мг. Так. описан случай гибели 
в 2005 г. 27 филипиниских студентов после употребления в пишу корней маниокн, в которых 
содержались КП. часто используемые па фермах и в домашних хозяйствах на Бохоле. 

Спепифическое лечепие заключастся в применении атропина до тех пор, пока ис появяг- 
ся признаки атропинизаиии или обратная динамика симптоматики отравления. Очень важно 
подлерживать дыхательные пути свободпыми. При попадании токсикаита через рот можно 
провести промывание желулка. Использование оксимов противопоказано. 

Наиболее широко применяемые КП: карбарил (севин). пиримор (пиримикарб, рапил), дра- 
вин 755 (алфилии. бутокарбоксим), проноксур (байгон). алдикарб (снимак, тсмик). 


Дитиокарбаматы 


Дитиокарбаматы (ДТК) — широко используемые фуигицилы; их можио разделить на три 
групны: тиурамы. диметиллитиокарбаматы и этилен-бис-литиокарбаматы. 

Дисульфил углерода (С$.) и 2-тиотиазолилин-4-карбопоная кислота (ТТКК) являются мс- 
таболитами. общими практически лля вссх ДТК. Существенпое повышение кониситрации 
этих сосдинсний в моче наблюдается при воздействии ДТК-песгицидов. Этилентиомоче- 
вина (ЭТМ) — основной метаболит эгилен-бис-дитиокарбамагов. Она также ирисутствует 
в виле примеси при промышленном выпуске препаратов. ЭТМ считается тератогенной и 
каниерогенной для крыс и других видов животных. обладает тирсотоксичностью и широ- 
ко используется для оценки воздействия этилен-бис-дитиокарбамата. ЭТМ — несисцифич- 
пое производное. Она может образовынаться из манеба, маикоцеба или цинеба. В качестве 
альтернативного метода определения воздействия ДТК можст использоваться опрелелепис 
металлов в моче пострадавших, так как ДТК легко образуст комплексы с различными метал- 
лами іп міуо (см. гл. 8.5). Так. у рабочих, подвергшихся воздействшо манкоцеба, повышается 
вывсленис марганниа с мочой. 


Хлорорганические пестициды 


Хлорироизводные алифатических. алициклических. ароматических углеводородов состав- 
ляют большую группу пестицидов. примсияемых в сельском хозяйстве. Представители этой 
группы обладают инсектицидной. акарицилиой, фумнгаитной и другой активиостью, но в ос- 
новном — это контактные инсектицилы с длительным и широким спектром действия. 
Хлорсолержашие пестинцилы (ХОП) условпо принято делить на четыре групны: 

ДДТ и его аналоги: 
гексахлороциклогсксаи (ГХЦГ); 
пиклолиены и их произвонные: 
токсафсн и его производные. 
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Вешества. вхоляшие в эти грунпы. значительно различаются по способу применения. ток- 
сическому возлействию и соответсгвенио способам лечения отравлений. Для ХОП характер- 
на химическая стабильность. Они плохо растворимы в воде. хорошо — в органических рас- 
творигелях и жирах. Многие из них достлточцо летучи. устойчивы к воздействию различных 
факторов виешнсй среды (температура. влажность и т.д.). Это обусловливает ллительность 
зашитного действия препаратов от вредителей. но создает опасность загрязнения окружающей 
среды и сельскохозяйствениой продукции. Особенио болыние количества ХОП поступают в 
атмосферу при использовании ссльскохозяйственной авиации. ХОП нереносятся с воздухом 
на болыцис расстояния. Фоновые коицентрации гексахлорана и ДДТ в воздухе над океаном 
равны соответственно (.4—0.6 и 0.03—1.0 нг/м". Максимальные копиентрации ХОП отмеча- 
ются в агмосфере в теплый период с пиковыми значениями весной и осенью. Кониентрации 
ХОП в поверхностных водах составляют в срелнем 1—5) нг/см”. что связано с их более высо- 
кой растворимоспью в воде. ХОП хорошо алсорбируются органическим веществом почвы или 
лонным илом и за счет этого способны перемещаться с поверхностными водами. Загрязнение 
волных объектов ХОП обусловлено поверхностным стоком с загрязненных полей. а также 
осажлсписм из атмосферы. Попалая в водоемы, ХОП сравнигельно быстро перерасирелеляют- 
ся между волой и донными отложениями. Период полураспада в почве лля большинства ХОП 
превышаст 1.5 года. а лля некоторых (ДДТ. диэларин} составляет 15—20 лег и болес. Остаточ- 
ные количества ХОП в сельхозпродукции нс удаляются в процессе термической и кулинарной 
обработки. Согласно данным ВОЗ. постоверио установлено 12 основных стойких органических 
загрязнителей (СОЗ). К пим отпосятся диоксины, фураны. полихлорбифенилы. ДДТ. хлордан. 
гептахлор. гсксахлоробензол. токсафен, алдрин, диэлдрин. эндрин, мирекс. бблыная часть из 
которых относятся к ХОП (см. гл. 19). 

Загрязиснная ХОП рыба. а также растения. листья и побеги которых хорошо поглощают 
ХОП из воздуха, являются основными источниками поступления пестицилов в организм че- 
ловека. Для человека и животных большииство соелииений этой грунпы умерснио токсичио и 
лишь нскоторыс высокогоксичны. Отрицательным свойством ХОП является резко выражен- 
ная способность к кумуляции. При повториом попадании в организм даже малых количеств 
ХОП развивается хроническое отравленне, что резко ограничивает возможность их широкого 
иснользования. Некоторые ХОП облалают мутагенным свойством. повышают риск развигия 
рака, повреждают репролуктивную функцию. Их действие во многом анадогичио действию 
диоксинов и дибензофуранов (см. ниже и гл.10)- 

ХОП могут всасываться через кожу или поступать в организм пероральным и респнратор- 
ным путем. Например. ДЛТ в виле растворов плохо пропикаст через кожу. Диэллрин, напро- 
тив. проникаст черсз кожу настолько хорошо. что он в 2 раза токсичнее при транслермальном, 
чем при пероральном. пути ввеления. 

При биотрансформании возможио образование более токсичных метаболитов (нанример. 
метаболит гептахаора — эпокись гентахлора). Выводятся ХОП в основном с фекалиями. в 
меньшей степени с мочой. 

ХОП облалают пейро-, гспато-. нефро-, гематотоксичностью, также вызывног нарушение 
функний эндокринной и сердечно-сосудистой систем. 


ДДТ и его аналоги 


ДДТ был сиитезирован в 1874 г. О. Цейллером, но сго инссктинидные свойства стади из- 
вестны тодько в 1939 г. после опубликования работ П. Мюллера. Фактически с этого момен- 
та началась эра синтетических органических инсектицилов. Сразу после окончания Второй 
мировой войны началось интенсивное их использование. Этому способствовала комбинация 
уникальных свойств ДДТ и его аналогов: широкий спектр инсектицилной зктивности: лли- 
тельпая сохранясмость н окружающей среле следов эгих вешеств; низкая острая токсичность 
лля млеконилакииих; низкая стоимость. 

Термин ДДТ. или п.и’-ДДТ [1.1-ли(4-хлорофенил}-2.2.2 -трихлороэтан| широко известен 
во всем мире. Структура ДДТ может иметь иссколько изоформ. Структурная формула ДДТ и 
некоторых его аналогов приведена на рис. 8-22 и в табл. 8-28. Структурные изомеры ДДТ — 
кристаллические сослинения белого или слегка желтоватого цвета. не имеющие вкуса и поч- 
ти не имеющие запаха, с эмниричсской формулой С „Н.С. и относительной молекулярной 
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В: массой 354.5 Д. Температура плавления п.п’-ДДТ 
108.5—109.0 °С. ДДТ растворим в бензоле. цикло- 
гексане. хлороформе. практически не растворим в 

К, воде. 

а ДДТ — сильнодействующнй контактный инсск- 
тицид. Многочисленные исследования. провелен- 
ныс по всему миру. показали, что слсдоныс коли- 

м = чества его могут оказывать серьезное воздействие на 
окружаюшую среду и онаспы лля человека. 

В: ДДТ накапливается в тканях млекопитающих и 

в, является кинисрогеном, мугнепом, эмбрио-. ней- 

ро-. нммуно-. гспатотоксикантом. влияет на работу 

Рис. 8-22. Химическая структура н.п’-ДДТ. гормональной системы. ДДТ уменьшает воспроиз- 

волство у птиц, рыб и змей. Расчет Дамена и Хейса 

(1973) показал. что на каждом звене пищевой цепи 

происходит увеличение содержания ДДТ в 10 раз. Так. ссли в морской воле концентрация ДДТ 

составляет всего 1-17 г/л. то в морской рыбе — 5-14)? г/кг (в 50 ғыс. раз болыше!). а в хиш- 

ных птицах, питающихся рыбой, концеитрания этого токсиканта составляет уже 1-1? г/кг (в 

10 мли раз больше, чем в воде). Производство и применение ДДТ в нашей стране (и в других 

странах) запрешено (в СССР в 1972 г.), его до сих пор можно найти на вссх уровнях биосферы. 

ДДТ продолжает оставаться олним из иаиболее раснространениых и опасных токсикантов. К 

сожалению. в пскоторых тропичсских странах смесь изомеров ДДТ до сих пор используется в 

сельском хозяйстве и ддя уничтожения переносчиков особо опасных инфекиии. таких как тиф 
и малярия. 


Таблица 8-28. Структура и.п’-ДДТ и сго аналогов 


Название | Химическое название қ, К, к, 
ДДТ 11 -Ди{9-хлорофенил)-2.2.2-трихлороэтан С! —Н —ССЬ 
Дикофол (келтан) |1.1-Ди(4-хлорофенил)-2.2.2-трихаюороэтанол Сі! —ОН -ССі, 
Этилан (Персан) | 1.1-Ди(4-эилфенил)-2.2-лихлороэлан =, —Н -СИСІ, 
Мстоксихлер 1.1- Ди(4-мегоксифенид)-2,2.2-трихлороэтан ОСИ, = И - Сї, 
Пролаи 1.1-Ди(4-хлорофенил)-2-нитропронан -Сі - Н три 
тэ 1,1-Ди(4-хлорофенил)-2,2-лихлороэтан СІ —Н сне, 


* В качестве инсектицидя это соединение принято назылать ДЭ. как метаболит ДДТ — сго назынают ДДЕ. 


Линдан 


Линдан. 1ю-, 20-, 3В-. 4а-. 5а-. 6В-гексахлороциклогексан (ГХЦГ) или у-ГХЦГ. Это вещес- 
тво получило химически неправильное, но тем не менее широко используемое на практике 
другое название — «бсизолғексохлорил» (БГХ). 

БГХ. или ГХЦГ, впервые синтезирован Фзралеем в 1825 г. Его инсектипилдиыс свойства 
независимо лруг от лруга открыты в 1941 г. в Великобритании Слайдом и во Франции Дюпере 
и Раукуртом. Соелинсние (рис. 8-23) имест $ стереоизомеров. 

Техническая смесь изомеров — беловато-коричневый порошок со стойким запахом нлессии. 
умеренно растворимый в аистонс, бензоле и хлорированных углевочородах, нлохо растворим в 
керосине. жирах и маслах, а в воле практически не растворим. При повышенной темиературе 
возгоиястся. Биотрансформация линдана происходит в печени при участин ферментов ци- 
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тохрома Р420. Большое количество метаболитов. кото- сі 
рые до сих пор полностью не изучены. образуется при 
реакниях дегидрирования, дегилрохлорировапия, дехло- 
рирования, гидроксилирования. При введении внутрь %,, 
линаан из крови быстро перераспрелеляется в жировую 
ткань. Описан клинический случай. когда через 12 ч 
после приема внутрь был определен максимальный уро- 
вень линлана в сыворотке крови — 1.3 мкт/мл. а через РЯ 
36 ч после введения он понизился до 0.8 мкг/мл. а 

ГХЦГ применяется в сельском хозяйстве в виде лус- 
тов. смачивающихся порошков, концентратов эмуль- 
сий. дымовых шашек и др. Его используют в качесгие С! 
иисектинила для борьбы с вредителямн зерновых и са- Рис. 8-23. Структурная формула ү- ГХЦГ 
ловых культур, паразитами животных и т.д. (ГХЦГ. БГХ). 

Лиилан — стойкий орғаничсский загрязнитель. ко- 
горый накапливается в жировых тканях живых орга- 
низмов. В воде линдан стабилен: для биологического 
разрушения необходимо от 3 нся ло 3 лст. Линлан очень токсичен для ичел и других полезных 
насекомых. Применение препарата в РФ строго регламентировано. В настоящее время для 
зашиты растений разрешастся использовать линлан только в смесевых иротравигелях. ПДК 
в возлухе 0.004 мг/дм‘. Линдан запрещен в большиистве стран. Индия и Румыния остаются 
единственными его производителями. Во миогих государствах. где линдан еще применяется, 
не ослабевает движение за прекрашение его использования. Рабочая групиа но пестицидам 
Всемирной сети по ликвидации стойких органических загрязнителей (РЕМ) предлагает ис- 
ключить линлан из обращения, несмотря па его высокую эффективность как инсектицила 
с широким спектром действия (см. гл. 10). С 1998 по 2003 г. только в США было выявлено 
$70 случаев отравления линданом при его случайном проглатыпании. Болыпинство случаев отрав- 
ления (99%) были легкой или средней тяжести и проявлялись рвотой, товнотой, раздражением 
слизистой оболочки ротовой полости рта и глотки. абломинальными спазмами и судорогами. 


7 
#7, 
С] 


Циклодиены и их производные 


Циклолиеновые производные (таб. 8-29) — аллрин, изодрии. дильарин. энлрин и гептахлор — 
легко пропикают через кожу. легкие и ЖКТ. Траисдермальная абсорбция пиклодиеновых произ- 
дных. определенная на добровольцах. составляла 7—8% нанесенной лозы. До 50% ваыхиемого 
алдрина всасывастся и аккумулирустся в организме. Процситное соотношение введенного внутрь 
и непосредственно всосавшегося аллрина не установлено. После всасывания алдрин быстро рас- 
пределяется по органам и тканям, затем устанавливастся подвижное равновесие межлу его кон- 
иснтрацисй в крови и других органах. Аллрин легко превращается в дильлрин, главным образом 
в печени. где через 2 ч после введения алдрипа можно обнаружить присутствие диньлрина. Диль- 
прин и пругис циклолисны накапливаются преимущественно в жировой ткани. Олни ииклодиены 
элиминируются в нсизмененном виле, другие биотрансформнруются в печени с образованием гид- 
рофильных метаболитов, которые экскретируются с желчью и калом. Аллрин и дильлрии при био- 
грансформацин образуют одинаковые осповные метаболиты — 9-гилроксипроизвояное и траис- 
6.7-лигилроксипроизводное. При анализе кала было обнаружено только 9-гилроксипроизволное. 
Гептахлор при попалаиии в оргапизм через ЖКТ окисляслся до эноксигеигахнора — продукта 
более токсичного. чем гептахлор; оба накапливаются в тканях организма. 

Дильприн. так же как и ДДТ. является инссктипилом; он более эффективен и более сто- 
ск. чем ДДТ. В тех случзях. когда у насскомых вырабатывалась устойчивость к ДДТ, часто ис- 
пользовали пильшрин. Кониентрирование лильзрина при движснии по пишевой цепи хоро- 
шо лемонстрируют исслслования. проведенные в Балтийском морс: концентрация лильприна 
в зоопланктоне составляла 21 нг/г жира. тогла как в конечном звене пищевой иепи — сельди — 
она была равна 121 нг/г жира. Обсяелуя население США и Каналы, ученые показали, что дильйрии 
присутствует в тканях. крови и грудном молоке обследуемых. Дильлрин является каннерогеном и 
запрешен к применению во всех странах (см. гл. 10). хотя благодаря своей высокой устойчивости 
еще долго будет оказывать влияние на различные экосистемы и злоровье населения. 
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Токсафен и его производные 


Токсафеи — сложная смесь нескольких сотен со- с 
елинений. которые образуются при фотохлорированни е] 
бициклического терисиа камфеиз. Теоретически в сме- 
си может нахолиться 32 768 различных сослннений. В 
техническом токсафене содержатся наиболее активные 
из них — 2,2,5-энло-6-2кзо-Х.9,10-ғептахлороборнан и 
2.2.5-энло-6-экзо-8.9,9.10-октахлороборнан (рис. 8-24), 
суммарное солержание которых составляет 2—6%. Ко- 
личество изомеров только этих производиых (СІ, и СІ,) 
может составить 6840. В 1993 г. было сообщение. что из а 
технического токсафена улалось вылелить 670 инливи- 
дуальных сосдинений. В окружаюшей среде количество 5 
изомеров токсафсна лолжно быть меньше из-за агрес- 
сивного влияния внешних условий и в результате био- 
трансформанпии. 

Технический токсафен — воскополобное вещество жел- 
то-яитарного ивета, липкое на ошунь. со слабым сосновым Рис. 8-24. Структурная формула олно- 
запахом. Токсафен легкорастворим в органических раство- 10 Из изомеров токсафена. 
рителях, трудно — в воде. 

Токсафен является инсектицидом широкого спектра действия. используется в сельском хо- 
зяйстве, особенно при выращивании хлопчатника и сон. а также при уничтожении паразитов 
крупного рогатого скота и других ломашних животных. 

Аналогично другим летучим пестицилам токсафен способен распространяться по воздуху, 
поэтому его можно обнаружить в воздухе и почвах тех мест. где он рансе не использовался. 
Содержание токсафена в воздухе в некоторых местах зависит от сезона. В почвах токсафеи 
являстся одним из самых распространенных ХОП. Коннентрации токсафена в организмах. 
обитаюших в волной среле, высоки во всем мире: в рыбах залива Святого Лаврентия (Канала) 
солержание токсафена составляет 28 мг/кг жира. в рыбах Балтики — 6 мг/кг жира, в форели 
Великих озер США — 25—30 мг/кг жира. в сельли Северного моря — 1—4 мкг/кг сырого веса. 
в китах залива Святого Лаврентия — 23 мг/кг, в дельфинах Северного моря — 19 мг/кт сырого 
веса. В организм человска токсафен в основном попадает с рыбой. Люли, питающиеся рыбой. 
могут получить в лень 2.8—5.6 иг токсафена на 1 кг массы тела. В последнее время токсафен 
обнаружен в грулном молоке женшни Швеции. Финляндии, Нилерланлов (0.05—0.07 мг/кг 
жира) и Никарагуа (до 68 мг/кг жира). 

Токсафен хорошо сохраняется в окружающей среде. Период сго полураспада в почве со- 
ставляет от 2 мес ло 10 лст. Токсафен является каниерогеном для болынииства теплокровных 
животных и чсловска. нейро-, гепато-, нефро-. гематотоксикантом. В настоящее время он за- 
прешен для применения во всех странах. 


Пиретрины и синтетические пиретроиды 


Пирстрины — смесь сложных эфиров (+)- 
трансхризантемовой и (+)-трансниретриио- 
вой кислот с замещенным (+)-пиретролоном. 
Пнретрины — инсектициды. содержащисся 
в некоторых видах ромашки рода ниретрум. „ 
Оптически активные транс-изомеры этих “ 8 
сослипений — бесивстные высококиняшие 
жилкости, легко гилролизуются щелочью. ус- сн, о 
тойчивы в слабокислой среле. разлагаются на 
позлухе при действии света и влаги. 0, пи- 
ретринов для крыс при пероральном приеме 
составляет 200—2600 мг/кг. Обшая формула и 
действующие вешества пиретрума привелены 
на рис. 8-25 н в табл. 8-30 соответственно. Рис. 8-25. Структурная формула пирструма. 


нс сн, 


о 
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Таблииа 8-30. Действующие всшества пиретрума Получают перитрины экстракцией измель- 
ченных ивегков ромашки (пиретрума) смесью 

Вешество — К, _ № поляриых и ненолярных растворителей, реже 
Пирегрин 1 -СН, -СНеСИ, олним каким-либо растворителем, например 
Пиретрин 11 -ОСОСН, -СН=Сн, лихлороэтапом или другими хлорированны- 
Пинерин 1 -СН, -СН, мн зоо цин, © тс юу Вот 
ели | -ососн, сн, удаляют осаждением. алсорбциеӣ на угле или 


ны = вымораживанием с последующей фильтрации - 
Жасмолии 1 сн, -СН,-СН, ей. Технический 25% экстракт содержит 10% 
Жасмолип |! __-ОСОСН, -СН-СН пиретрица 1. 9% ниретрина 11. 3% цинерииа І. 

около 3% цинерина П и следы жасмолинов. 

Смесь представляет собой желтое масло, ис- 
растворимое в воде, расгворимое в большинстве органических растворителей. Соотношение 
компонентов в смеси и токсичность для теплокровных животных могут изменяться в зави- 
симости от сорта ивстков, условий роста растения. обработки во время экстрагирования или 
отгонки растворителя. 

Перитрины — контактные инсектициды с быстрым парализуюшим действием (нокдаун - 
эффект). Применяются в форме аэрозолей, дустов, эмульсий для борьбы с бытовыми насеко- 
мыми (клопы, вши, тараканы). Могут использоваться для уничтожения вредных насекомых в 
сельском хозяйстве и ири обработкс запасов. однако их действие очень кратковременно. Из-за 
нестабильности состава к ним редко возникает резистентность. Инсектицилное действие уси- 
ливается при добавлении различных веществ-сииергистов (пиперонилбутоксид, трониталь. се- 
замскс и др.). Препараты на основе перитринов имеют высокую стоимость, что обусловливает 
их ограниченное использование. 

Пирегроилы, синтезическис эфиры хрнзантемовой кислоты, — аналоги пирегринов. Их 
получают взаимодействием хлорангидрила хризантемовой киспоты с соответствующими спир- 
тами в присутствии третичных аминов или иереэтерификацией этилового эфира хризантемо- 
вой кислоты в присутствии натрия. Наиболее токсичные для насекомых соелинения найдены 
среди эфиров циклоцептенолонов, замешенных бензиловых спиртов и М-оксиметилимилов. 
На основе синтетических пиретроидов выиускаются препараты: 

• аллетрин — 2-аплил-3-метил-2-пиклопентен-4-ол-1-онилхризантемат; 

бартрин — 6-хлор-ииперонилхризантемат: 

диметрин — 2,4-димегилбензилхризангсмат; 

неопипамин — №-(3,4.5,6-тетрагидрофтальимидо)-метилхризаитсмат; 

фуретрин — 2-фурфурил-3-мстил-2-циклопснтен-4-ол-1-онилхризан гсмат; 

циклетрин — 2-циклопентенил-3-метил-2-циклопентен-4-ол-!-онилхризантемат. 
Используют и другис синтетические пиретроиды: альфаметрин (фастак), дельгаметрии (де- 
льтацид, биорин, децис), пермстрин (амбуш. висмсгрин), пиперметрин (цимбуш, ровикил, ци- 
перкил. циткор). фенвалерат (сумицилин, фенакс, фенаксил). Они применяются. в основном. 
для борьбы с бытовыми насскомыми, обычно в виде аэрозолей. 


Триазиновые производные 


В качестве почвенных гербицидов системного и контактного действия используются про- 
изволные 1.3,5.-триазина: аметрин. атразин. метазин. пропазин. симазин и другие препараты, 
а также их смеси. Сиснифика дейстния препаратов обусловлена их строением и физико-хи- 
мическими свойствами. Сохраняемость триазинов в почве колеблется в широких пределах: 
более устойчивы в почве хлорсодержащие триазины (симазин. атразин и проназин), быстрее 
разрушаются метилтиопроизводные. На рис. 8-26 приведена структурная формула одного из 
гербицидов этого класса. 

При метаболизме триазинов происходит моно- или ди-М-деалкилирование. исходиое вс- 
шество и М-деалкилированные метаболиты подвергаются меркаптеновой конъюгации и выво- 
дятся С мочой, 

Прием внутрь около 100 г агразина можег привести к коме, коллаису. метабодическому 
ацидозу, желудочному кровотечениию, почечной нелостаточиости, нскрозу гепатоцитов, нару- 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 783 


шению свертываемости крови и смертельному нсхолу. 
В случаях острых отравлений рекомендуется проведе- 


сн; 
пие гемолиализа. 
Производные бипиридила (паракват и дикват) 
нс 
м 


Паракват и ликват — чствертичные аммониевые м 
соелиисния. примспяемые в качестве гербицидов кон- 
тактного действих (рис. 8-27). По химическим свойсг- < 
вам ликват аналогичен параквату, но характер его ток- 
сического действия на человска песколько иной. Эти 
соединения применяются в виде солей (паракваг — в т 2 
виде хлорида и сульфата, янкват — в виде дибромила) нс мн 
как самостоятельно, так н в смеси друг с другом или 
другими гербицидами. 

В незначительной степени эти вещества могут про- 
ицкать через нсповрежлсиную кожу и слизистые обо- 
лочки, олнако в большинстве случаев отравления обус- 
ловлены приемом параквата (или диквата) внутрь. 


Рис. 8-26. Струкгуриая формула атразина. 


Рис. 8-27. Структурные формулы параквата (а) и ликвата (6). 


При приеме внутрь их абсорбиня в основном осуществляется в тонкой кишке. Всасывается 
примерно 10% принятой дозы. паракват накапливается в легких (дикват не накапливается). оба 
накапливаются и почках, до 90% параквата выводится из организма в первые 2 ч. 

Биотрансформания параквата осуществляется при участии дегилрогеназ с образованием 
АФК. Установлено. что паракват захватывается альвеолонитами, а затем в них начинается 
цикличный пропесс НАДФ” -НАДФН-зависимого восстановления и окисления с образованием 
катиона параквата и АФК, которые повреждает клеточные мембраны (см. гл. 3). 

Отравление паракватом приволи ғ к почечной недостаточиости и прогрессирующему легоч- 
ному фиброзу, что может вызвать смерть от остановкн дыхания через 2—3 нед после отравле- 
НИЯ, 

Дикваг — гоксикант раздражающего действия. пызываст рвоту. лиарею и боль в эпигас- 
тральной области. В серьезных случаях возникают печеночная и почечная недостаточность, 
сулороги и кома. но отравяснис ликватом не приводит к прогрессируюшему легочпому фиб- 
розу. 

Смерть обычно наступаст при концентрации параквата в плазме болес 0.2 и 0.1 мг/л через 
24 и 48 ч соогветстиенно после иоступления токсиканта в организм. В случаях смертельных 
отравлений дикватом его кониентрация в плазме составляет 0,45—4,5 мг/л. 


Другие группы 


Кумариновые антикоагулянты 

Кумариновые родентинилы нигибируют активность ферментов синтеза витамина К в пе- 
чени млекопитаюших. в том числе человска (рис. 8-28). В результате изрушается синтез ви- 
амин-К-зависимых факторов свертывания крови [факторов И (протромбина), МП. ІХ и Х]- 
Антикозгулянтное лействие является лозоззвисимым и проявляется, когда уровень факторон 
свертываемости в крови сиижастся примерно ло 20% нормального. 
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Карбоксилирование 
`.. предшественников 
-----з»> Карбоксилаза ----»> факторов 
раме 7708 свертывания 
-редуктаз ~. (РІМКА) 


Эпоксид-редуктаз витамина К 


Рис. 8-28. Цикл витамина К. К — вигамин К; КО — эпоксид витамина К; КН, — активная форма вита- 
мина К. Пояснение в тексте. 


Для оценки стсисни воздействия кумарипов (блокирования пикла витамина К) определяют 
предшественники факторов коагуляции (РУ КА) в крови. 

Случайное или намереиное употребление виугрь 4-гилроксикумариповых родентицидои мо- 
жет привести к серьезному отравлению. которое проявляется внутренними кровотечениями. 
Лечение заключается в пазначении витамина К, а при тяжелых отравлениях показано перели- 
вание крови или введение очищенных факторов свергываемости в количестве, псобходимом 
для восстановления времени свертывания крови до нормальных значений. 

Отравление счигается сильным при концентрацин токсиканта в сыворогке крови 5 мг/л, 
но лля некоторых производных. например ацекумарола и бропифакума, токсическое действие 
проявляегся при значительно более низких кониентрациях. 

Производные мочевины. Большинство производных мочевины являются почвенными герби- 
цидами. Ассортимент гербицидных препаратов этого класса достаточно широк (глин. теноран. 
малоран. лиронион и лр.). В растениях и почве они подвергаются сложным преврашениям. 
приволящим к их разрушению и инакгивации. Не описано ни одного случая тяжелого отрав- 
ления человека пестицидами этого класса. 

Иитрофенолы и нитрокрезолы. Отравления динитрофенолом, динигрокрезолом и диносебом 
приводят к разобщению процессов окисления и фосфорилирования в митохондриях, проявляются 
силыьгой головной болью, тахикардией, повышсписм тсмисратуры, обильным потоотделением. 

Головная боль и недомогание отмечаются при кониснтрации в крови токсикантов этой 
группы около 40 мг/л. значительная интоксикация наблюдается при концентрации дипитро- 
крезола 44—60 мг/л. При отравлении динитрофенолом со смертельным исхолом сго коицент- 
рация в крови была 75 мг/л. 

Хлорированные феноксикислоты 

Пестицилы на основе хлорофеноксикислот относятся к гербицилам. Наиболее широко ис- 
пользуются 2.4-лихлорофеноксиуксусная (2,4-Д), 2.4.5-трихлорофеноксиуксусная (2,4,5-Т) и 
2-метил-4-хлорофенокснуксусная (МХФУ) кислоты. Эти средства быстро разрушаются в ок- 
ружающей среде, но практически не подвергаются биотрансформации в организме млекопи- 
тающих. Более 95% 2,4-Д, 2.4,5-Т и МХФУ после абсорбции в ЖКТ выводятся из организма 
человека в неизмененном виде с мочой в течение 5 дней. При мопиторинге воздействия этих 
гербицидов на производстве используется измерение солержания неизмененных соелинений 
в моче. При обслеловании лиц. нолвергшихся возлействию малых доз токсикантов на произ- 
волстве, были определены их концентрации в моче: 0,10—8 мг/л дая 2.4-Д. 0.05—4,5 мг/л лля 
2,4.5-Ги менее 0,1—15 мг/л для МХФУ. 

Хлорированные феноксикислоты повреждают кожу. глаза. дыхательную систему и ЖКТ. 
Преднамеренный или случайный прием внутрь больших доз токсикантов вызывает рвоту, боли 
в желудке и кишечнике. диарею. метаболический ацидоз, отек легких и кому. Начальная кои- 
иентрация 2,4-Д в плазме крови паписита, выжившего после приема 7 г вещества. составила 
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400 мг/л. В другом. несмертельном случае отравления максимальная кониентрация 2.4-Д в 
плазме была 1031 мг/л. Олнако, как правило. концентрация 2.4-Д в крови 58—826 мг/л при- 
возит к смертельному исходу. 

Эффективиая терапия заключастся в ошелачивании мочи с целью увеличения выведения 
2.4-Д и других соединений класса хлорофепоксикислог. 

Особую опасность представляет производство этого класса пестипилов. При промышяен- 
ном получении трихлорфенола. предшественника гексахлорофена и 2.4,5-Т в качестве нобоч- 
ного продукта образуется 2,3.7,8-тетрахлородибензо-п-лиоксин (2.3.7.8-ГХДД. тетралиоксин). 
Это одно из самых токсичных синтетических веществ. известных в пастояшес время. 

Диоксины — сильполинофильные соепинения. имсющие теиденцию к кумуляции в жировой 
ткани организма. стабильны в окружающей среде (см. гл. 10). Высокие кониситрации диокси- 
нов обнаруживаются в поджелудочной железе и нечени. Основной путь экскреции — с калом. 

С кониа 40-х голов ХХ вска в различных странах развернулось производство химических со- 
сдинений на основе полихлорфенолов: гербинилов 2.4.5-Т. 2.4-Д. бактерностатического средс- 
тва гсксахлорофена. фунгицила пентахлорофенола и других веществ. В 1949 г. впервые были 
установлены акнегенные свойства полупролуктов произволства гербинилов 2.4,5-Т и 2,4-Д (см. 
гл. 2.4.5). В 50-с голы появились сообщения о частых поражениях техническими 2.4.5-Т и 
трихлорфенолом на химических заволах ФРГ и Франиии, причем послелствия взрывов в Люл- 
вигсҳафспе (1953) и Гренобяе (1956) обсуждались широко и детально. Миогочисленные случаи 
поражения рабочих трихлорфенолом в 50-е годы имели место и в США. В 1957 г. произошел 
песчастный случай с американским химиком Дж. Дитрихом. который. занимаясь синтезом ли- 
оксина и сго апалогов, получил сильное порзженис с выражсиным акнеформным дерматитом. 
напоминающим поражение кожи техническим трихлорфенолом. Так было установлено, что хлор- 
акногенным фактором технического трихлорфснола действительно является 2.3.7.8-ТХДД — 
неизбежный побочный продукт шелочной переработки симмегричиого тстрахлорбеизола. 
В 60-х годах была выявлена причина развития хлоракне при воздействии технического трихлор- 
фенола. установлен факт токсичности 2,3.7.8-ТХДД и диоксины перестали быть неизвестным 
хлоракногенным агентом. Синдром хлоракне стал рассматриваться как маркер диоксиновой 
интоксикации, а 2.3.7.8-ТХДД — как наиболее мошный акноген. 

В 1976 г. на фабрике в Севезо (Италия). произволящей трихлорфенол, произошел взрыв. в 
результате которого в воздух попало значительное количество трихлорфенола и его примесей, нан- 
более опасной из которых являлся 2.3.7.8-ТХДД. После выпадения 2.3.7.5-ТХЛД из воздуха им 
был загрязиен обширный и густонаселенный участок местности в провиниии Севезо к северу от 
Милана. Сильно ностралали не менее 500 человек. возлействию диоксинов полверглись иссколько 
тысяч поселков, погибли тысячи ломашних животных. В результате этой аварии было распылено 
от 2 ло 3 кг. а по некоторым оценкам. ло 5 кг 2.3.7.8- ЕХДД. Спустя 30 лет после войны во Вьетиа- 
ме частота хлоракне у жителей. полвергшихся возлействию загрязнявшего лефолианта (тербицил 
2.4.5-Т) 2.3,7.К-ТХЛД, была лостоверно вышс. чсм у населения контрольной группы. 

В России высокий уровень загрязисния производственной срелы лиоксинами отмечалея ири 
произволстве хлорорганических пестицидов на заводах объелинения «Химиром» в Уфе. Чапа- 
свске, Дзержинске. Новочебоксарске и других городах. Профессиональный характер заболева- 
ния определялся возникновением в едином временном пернодс оплпотипных изменсний кожи 
у большинства рабочих олного цеха и одной и той же профессии. Наиболее ранние и тяжелые 
заболевания кожи отмечались у работающих на станциях, где имелся контакт с 2.4.5-трихлор- 
фенолом. 2.4.5-Т и се эфиром и где эти пролукты обрабатывали при высокой температуре и 
высоком атмосферном давлении, что способствовало усиленному газо- и паровылелению. 

Диоксины — наиболее токсичные представители класса хлорорганических сослинений (рис. 
8-29). поражающие печень. нервную, эндокринную и иммуиную системы. Диоксины обладают 
канцерогсиным и тератогенным свойствами. 


с! о а 


г. 8-29. кту! мула 2.3.7.8-ТХДД. 
Рис. 8-29. Структурная формула 2.3 ХДД а ем =, 
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Диоксины относятся к груцие химических вешеств, имсюших повсеместное распростране- 
ние. чрезвычайно высокую гоксичиость. стойкость. способность перемешаться на значитель- 
ные расстояния, а также накапливаться в живых организмах и окружающей среде (см. гл. 10). 

Элементоорганические соединения и неорганические соединения металлов. Пестинилы этой 
группы используются как акарициды (оргаиотин). гербипиды (органические соединения мы- 
шьяка), фунгинилы (литиокарбаматные комплексы марганца. никеля и пинка, металлооргани- 
ческие соединения ртути и неорганические соединения меди), ролентицилы (фосфилы магция. 
алюминия и цинка. сульфат таллия). Химическая природа и токсичность презставителсй этой 
группы весьма разнообразны (см. гл. 8.5). Например. неорганические соелицения олова отпо- 
сительно безвредны, оловоорганические сослинения (этил-. бутил- или фенилпроизводные), 
используемые главным образом как моллюстицилы, представляют серьезную опасность из-за 
высокой растворимости в дипидах, которая является причиной их проникновения в ЦИС. Это 
может принести к частичному параличу, расстройствам зрения и психики. супорогам и смерти 
от остановки сердца или дыхания. Прием внутрь неорганических сослинений ртути вызываси 
расстройства леятельности ЖКТ (рвота. диарся) и почечную недостаточность, в го время как 
растворимые в липилах органические соединения ртути (диметилртуть или диэтилртуть) на- 
капливаются в ЦНС и приводят к атаксии, судорогам. параличу и смерти. 

Отравление солями таллия вызывает повреждение сердечно-сосудистой. иммунной, дыха- 
тельной систем, а также периферической и центральной нервной системы. Характерный при- 
знак отравления таплием — выпадение волос через 1—2 нед после интоксикации. 

Наиболее надежная диагностическая процедура — определение таллия а сыворотке крови. 
моче и обязательно в волосах (см. гл. 8.5). 

Фосфин. Фосфин используется как иисектицид или родентицид и обычно получается в ре- 
зультате действия воды па фосфиды металлов (алюминия, магния и цинка). При поступлении 
внутрь фосфидов металлов фосфин образуется в желудке и дейсгвуст на пищеварительную и 
центральную нервную системы. При сильном отравлении симптомы развиваются быстро — в 
течение 2 ч появляются боль в животе. рвота. сулороги, кома. несьма нероягеи летальный 
исхол. Описан случай смертельного отравлеция мужчины фосфидом алюминия, при котором 
конпентрапия фосфина в крови составила 0.5 мг/л, в печени — 3 мкг/кг. 


8.4.3. Методы определения 


Доступны и широко используются тысячи пестицидов. Большие запасы устаревших пести- 
цидов, когорыс перестали выпускаться в промышленном масштабе. хранятся на складах и их 
продолжают применять. Для окружающей срелы. человека и животных пестицилы несомнсино 
представляют опасность. 

Широкий ассортимент различающихся по своим свойствам веществ делает задачу их оп- 
ределения чрезвычайно сложной. С этой целью применяют иммупохимические (см. гл. 6.2) 
и хроматографичсские мстоды, Объектами исследования являются различные коммерческие 
препараты, продукты домашнего приготовления, косметика. вода, напитки, пища, объекты 
окружающей среды, образцы биологических жидкостей и тканей. 


Пробоподготовка 


Разнообразие химических классов пестицидов и их свойств, характера объектов исследо- 
вания (почва, вода. возлух, пищевые продукты, биологические образцы и т.л.}. особенности 
метолов опрелеления влияют на выбор способа пробоподготовки (см. гл. 5). 

В этом разделе булст рассмотрена пробополготовка только биологических объектов. 

Гидролиз конъюгатов псстицилов и их метаболитов с глюкуроновой, серной или лругими 
кислотами (иными субстрагами) часто является олной из сталий пробополготовки биообраз- 
пов. Прелпочтительным способом гидролиза конъюгатов пестипидов и их метаболитов являет- 
ся ферментативный гилродиз. который обычно осуществляется с примененисм В-глюкурони- 
лазы и В-арилсульфатазы в течение 12 ч при 37 °С. 

Экстракция из биологических жидкостей осложнена тем, что некоторые пестициды лег- 
ко разрушаются кислотами или щелочами. Продукты разложения ряда исстинилов, папример 
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производных мочевины, могут вступать во взаимодействие с некоторыми расгворителями. на- 
пример этаполом или ацетоном. Песгипилы изолируют из водной среды, применяя жидкость- 
жилкосгиую (ЖЖЭ) или твсрлофазную (ТФЭ) экстракции. ЖЖЭ расиснивается как болсе 
универсальный способ аля скривиига, в то время как ТФЭ прелпочтительна при ировеленин 
количествениого определения ряда иестицилов в образцах крови или ири извлечении пести- 
цилов определсиного химического класса. таких как кумариновыс антикоагулянты или чствер- 
тичные аммонисвые основания. В последние голы ТФЭ используют чаше. 

Использование лля ЖЖЭ растворителей. различающихся по своей ирироде и полярности, 
позволяет получать извлечения с иаименьшим количеством соэкстрактивных вешеств. Так, 
при извлеченни ФОП из тканей органов трупа с помошью гсксана или петролейного эфира. 
смесей гексапа и ацетона (в соогношении 90:10 и 70:30 соогиетственно) получают извлечения 
е нанменыним числом соэкстрактивных вешеств. Использование в качестис экстрагентов ане- 
тонитрила, бензола, хлороформа, меганала, этанола зиачительно увеличивает массу и число 
экстрактивных вешеств. 

Твердые образны гомогенизируюг с равной массой воды. Пишевые пролукты, содержимое 
желудка. особенио с исусвоснными остатками пиши. или ткапи желудка, гомогенизированные 
с волой. смешивают с пасышенным раствором кальния хлорида. оставляют на ночь и фильтру- 
ют. Фильтрованпый образси или гомогенат в количестве 5—10 мл встряхивают 5 мии с равным 
объемом смеси гексан — толуол (1:1. по объму). Органический слой отделяют центрифутиро- 
ванием и сохраняют. рН волной фрекини доводят до 2.0 лобавлением 1 М серной кислоты и 
затем извлекают равным объемом лиэгилового эфира. Волную фазу сохраняюг для лальнейше- 
го исслелования. Толуол-гексановое и эфирное извлечения объединяют и затем разлеляют на 
равные части. Кажлую часть выпаривают досуха при 40 °С в токе азота. Первый сухой остаток 
растворяют в 5) мкл толуола или гсксана. Аликноту от 5 до 10 мкл помешают на пластину 
лля тонкослойной хроматографии, аликвоту от | до 2 мкл полвергают анализу методами ГХ 
или ГХ-МС, Два других остатка и водную фазу сохраняют для лсривагизации и/или дополии- 
тельных испытаний, которые могут быть частью пронелур полтнерждения или скриннига (см. 
электронное приложение). 

Для очистки экстрактов. содержащих пестициды, от балластных веществ применяюг раз- 
личные способы. Олним из простых способов очистки экстрактов от липидов на первом этапе 
очистки является вымораживание. На последующих эгапаҳ применяют экстракнионную очис- 
тку. хроматографические методы: препарагивную тонкослойную хромагогрфию, колонозпую 
хромагографию. гельпроникаюшую или флеш-хроматографию. Для вылеления пестицидов и 
удаления мешающих примесей также применяют ультразвуковую. микроволновую, сверхкри- 
пмескую жидкостную (СЖЭ). сверхкритическую флюилпую экстракцию и пр. (см. тл. 5.4 и 
6.2). СЖЭ селективна и позволяет использовать небольшие объемы растворителя. Сверхкри- 
тические жилкости имеют плотпость, близкую к плотности обычных жилкостей, но меньшую 
вязкость и высокий коэффициент лиффузии. Автоматизация пропесса позволяст провопить 
экстракиию и очистку быстро и в один этап. Хорошие результаты получены лая поляряых и 
малополярных пестипияов. 

В послежние годы усиленно развивается метол микроволновой экстракиии. Он основан па 
использовании энергии микроволнового излучения и имеет ряд преимушеств пепел другими 
методами экстракнии. Микроволновая экстракция позволяет количественно извлекать орга- 
нические соелинения из матрицы за 10—15 мии с использованием минимальных количеств 
органических растворителей (2—10 мл растворителя на | г образца). 

Решить проблему многосталийной пробонолготовки и повысить точность анализа можно с 
помошью иммуноаффинной хроматографии (ИАХ), основанной иа биоспенифических взаи- 
молействиях с использованием иммуносорбентов (Кузнецов П.В.. 2002, см. гл. 6.2). 

Некоторые пестициды (например. ГХЦГ) из тканей органов можно изолировать перегонкой 
с водяным паром. 

Газохроматографическое исслелование миогих пес нинлов требуст проведения лериватиза- 
ции. когорая не только улучшает хроматографичсское разлеление, но и для миогих веществ 
обеспечивает возможность использовать этот метол. Кроме того. в некоторых случаях хрома- 
тографический анализ извлечения ла и после провеления черинатизании увеличиваст эффек- 


788 Глава 8 


тивность илентификации метолом ГХ. а лля метолов ГХ-МС изменения в картине фрагмента- 
ции могут давать дополнительную информацию об исслслусмом вешествс. 

Методики дериватизации пестицидов. Трифторацетаты получают обработкой сухого остатка 
извлечения 500—100 мкл трифторуксусного ангилрила и 50 мкл этилапетата при 60°С в течение 
15 мин. Носле выпаривания смеси остаток растворяют в 50) мкл безвояного этилапетата (1:1) и 
2 мкл раствора полвергают анализу методами ГХ или ГХ-МС. Использование растворителей. 
содержащих осгаточные количества волы. спиртов или аминов. можег привести к гилролизу 
полученных производных. 

Анцетилированис используют вместо трифторацетилирования. 100 мкл пиридина и 100 мкл 
уксусного ангидрила добавляют к высушенному извлечению. Образцы перемеишивают взбал- 
тываннем. нагревают до 70 °С 20 мин, высушивают в токе азота и растворяют в 50 мкл этил- 
ацетата. От 1 ло 2 мкл подвергают анализу метолами ГХ или ГХ-МС. Альтернативно процесс 
аистилирования можел быть проведен с 50 мкл смеси уксусного ангидрила и пиридина (3:2 по 
объему) пол действием микроволнового излучения в течение 5 мин. 

Мегилированис проводят после выдерживания в течение 2 ч при комнатной температуре 
сухого извлечения с 200 мкл не солсржашего метанол раствора дназометана в диэтиловом эфи- 
ре. затем смесь выпаривают досуха. Остаток растворяют в 5) мкл метанола. и от | до 2 мкл 
подвергают анализу методами ГХ или ГХ-МС. 

Альтернативный способ: высушенный остаток растворяют в 0.5 мл толуола и 0.5 мл ли- 
метилсульфоксида. После лобавления 50 мг натрия гилрила и 0.5 мл метилйодила образец 
дериватизируют в течение 10 мин при комнатной температуре. После добавления 2 мл гсксана 
образеи взбалтывают | мин. С ислью упаления избытка пиметилсульфоксила добавляют 2 мл 
воды и образец слегка взбаллывают. затем органический слой удаляют и водвую фазу яповь 
экстрагируют 2 мл гексана и затем 2 мл этилацетата. Объелиненные извлечения высушивают 
сульфатом натрия в течение 15 мин и затем коннентрируют ло 0.1 мл. 

Возможио использование других лериватизирующих реактивов и способов дериватизании. 

Предварительное исслелование пестииидов проводят хроматографическими методами (ТСХ 
и ГХ) или ИХМ. ТСХ применяюг лля скрининга и идентификации исстицилов в коммерчес- 
ких препаратах, лобавленных к напиткам или пищевым продуктам. биологических жидкостях 
(солсржимос желудка. моча) и тканях. 

Исслелования образцов крови. объектов окружающей срелы на наличие остаточных коли- 
честв пестицидов требуют применения более чувствительной техники ГХ. Наличие в молекулах 
исстицилов атомов фосфора. галогенов. сурьмы или мышьяка позволяст использовать возмож- 
ности селективных газохроматографических детекторов (АФД, ЭЗД. пламенно-фотометричес- 
кий — ПФД). а также газохроматографических систем. способных олиовремсино получать 
сигналы от нескольких из указанных детекторов или оборудованных современными устройс- 
твами лля переключения потоков межлу хроматографическими колонками разной полярности 
(мпогомериая хроматография). 

Арбитражным методом при опрелелении пестинилов считают ГХ-МС. 

Однако с развитием аналитической техники все болынее значение приобретает ВЭЖХ с 
масс-селективным детектированием (ВЭЖХ-МС). особенно при определении термолабильных 
водорастворимых вешеств (см. электронное приложение). 

В последние голы разрабатывастся скрининговый анализ пестицидов с использованием 
ИХМ. Лидируюшее положение срели ИХМ определения исстинилов занимаст гетсрогенный 
тверлофазный иммуноферментный анализ (ИФА). технология ГЦЅА. Метод поляризапион- 
ного фяюоресцентного иммуноанализа (ПФИА) также успешно применяется лля опрелеления 
пестинилов. ИФА пестипилов обсуждается в главе 6.2.4. 


Тонкослойная хроматография 


Одним из нанболес простых и распространенных метолов определения пестииидов являет- 
ся ТСХ. При исследовании пестицидов используют пластины с силикагелсм. реже с оксилом 
алюминия. Подвижной фазой могут быть олнокомнонентные системы расгворилелей (гексан. 
бензол. хпороформ, ацетон и пр.). но для разделения смесей пестицидов и илентификации их 
по величинам К, наиболес результативпы двух- и трехкомпонентные системы растворитслсй иа 
основе гексана и толуола с лобанлением полярных растворителей (апстон, хлороформ, бензол. 
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диэтиловый эфир. этилаиетат). Целесообразно применение многокомпонеитных систем, па- 
пример для разлеления смесей синтетических пиретроилов. 

При проведении ХТА пля скрининга пестицилов регламентировано применение хромато- 
графических систем: силикагель 60 Е... систсма растворителей гексан — анетон (80:20) или 
толуол — апетон (95:5). проявляюише резгситы. 

Универсальными. но нсселективиыми реагентами являются йол. раствор перманганата ка- 
лия. раствор анхромата калия. исслелование в УФ-свете (пластины с флюореспирующим ин- 
дикатором). Обнаружение ХОП: после опрыскивания хроматограмм раствором аммиаката се- 
ребра в апетоне и послелующшего облучения в УФ-свсте такие пестипилы проявляются в виле 
темных пятен (используют и другие реакции). Алкилтиопроизводные симметричного триазина 
при лействии этого реагента (в результате образования хелата серебра) обнаруживают в вилс 
белых нятен на сером фоне хроматограммы. 

Соелиисиия. содержание лонорные атомы серы. кислорода. азота (синтетические ппретро- 
иды. ФОП. симметричные трназины, тиокарбаматы и ар.) детектируют резкнией с бромфено- 
ловым синим (реакция нсизбирательна). 

Для обпаружения синтетических пиретроидов. солержащих пианогруипу (фенвалерат. ни- 
перметрин. лельтамстрии) и способных освобождать пианид-ион при щелочном гипролизе, 
проволят реакцию с ацстагом меди и о-толуилином (синес окрашиванис), 

Обнаружение некоторых карбаматов возможно по реакции азосочстания после их превра- 
щения в производные ароматических амниов. Ирч введении пинка (исобхолимого для вос- 
становления) в состав адсорбииоипого слоя, а кислогы — в проявляющий реагент, реакция 
образования красителя происходит непосредственно в тоиком слое сорбента. 

В литературе приводятся величины В, для миогих нешести в различных системах раство- 
рителей. Но эти лапные могут служить только лля ориентировки, так как пельзя в точности 
повторить условия хроматографирования и получить полное совпадение результатов. поэтому 
всегла нужно пользоваться растворами спидетелей (см. гл. 6.3.2). 

Подробное описание метолик определения пестиципов с помошью ТСХ с указанием хрома- 
тографичсских систем. способов приготовления проявляющих реагентов и их использования 
можно найти в соотвегствующей литературе. 

Олин из вариантов проведения ТСХ-скрининга пестинилов приволится в табл. 8-31. 


Таблица 8-31. Условия хроматографирования (стандартные методики США и стран Евросоюза) 


Подвижная система для пластии 
с снликагелем 


Проявляющие реактивы" 


Хлорофюрм — ацетон (9:1) Аз. ВИВ. ОВО и Ра 


Хлороформ Последовательная обработка реактивом Драғенлорфа. раство- 


ром хлорила железа (НИ и раствором йода в йодиде калия 
ОРА, МВР и ОВО 


Гсксаи — ацетон (4:1) 
Толуол — ацетон (95:5) 
Дихлорыстан 


Эгилаиетат — изооктан (15:85) 


® Поясисния в тексте. 


Используют четыре системы ТСХ, состояшис из полвижной фазы н ряла различных реак- 
тивов-летекторов. широко применяемых аля обнаружения исстицилов. Общие системы № 1 и 
2 используюг для обнаружения любого исстицила в исслелуемом обралие и позволяют предно- 
ложительно определить. к какой химической группе слелуст отиести пестипил. Системы № 3 
и 4 используют для идентификации тина пестниндла. 

Для лополинтсльной информации применяют лве пругие системы растворителей (№ 5 и 6). 
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Используют пластины с силикагедем с толшиной слоя 0.25 мм без флюореспентного инли- 
катора и 3 нолвижные фазы: пропссе проходит в насышенных их парами камерах восходяшим 
способом. Применяют 7 детектирующих реактивов. которые облегчают лифференцирование 
за счет образования пятен различных иветов. Большое количество исстинилов реагирует болес 
чем с олним реактивом. Реактивы в выбранной послеловательности распыляют на пластину. 
Прелел обнаружения лля болынинства пестинилов — Н) мкг после распыления набора детек- 
горов и 2—5 мкг при применении слииственного резктива-летекгора. 

После высыхания все хроматограммы рассматривают сначала при УФ-свете (366 и 254 нм) 
и затем последовательно обрабатывают реактивами соответственно каждой системе. Пластину 
после обработки исрвым рсактивом высушивают и отмечают любое изменение цвета (если 
указано в методике, то повторно просматривают пластину в УФ-свете, см. пиже). Далес на 
пластину распыляют другой реактив и снова отмечают любые изменения. 

Л [рояв. аянацие реактивы 

Серебра нитрат (Ар). Пластины обрабатывают 0,1 М волным раствором иитрата серебра. 
После распыления рсактива высушенные пластины подвергают УФ-облучснию (254 им) в тс- 
чение 10 мин. Многие пестициды образуют белые. серые и коричневые пятна па ярко-корич- 
невом фоне. 

Родамин В и патрия гидроксид (ЕНВ). 0.02% раствор роламина В в этаноле, а затем пасышен- 
пый раствор гидроксида натрия в этаноле послеловательно наносят на пластину. После расны- 
ления растворов исследуемые соелииения видны как темно-голубые пятиа при УФ-свсте. 

Дифепиламин и цинка хлорид (РРА). Раствор для напыления содержит 0.7% лифениламина и 
0,7% пинка хлорила в ацетоне. После его распыления пластины полвергают УФ-облучспию в 
течение 10 мин и затсм нагревают до 100 °С. нока не прекратится дальнейшее изменение ивета. 
На белом фоне вилны светло-синис, синне, зеленые 1 розовые пятна. 

2.6-Либромквинон-4-хлоримид и натрия гидроксид (ОВО). 0.2% раствор 2.6-либромквинои-4- 
хлоримила в аиетоне. а затем иазсышеиный расавор гилроокиси патрия в этаноле используют 
для обработки пластин. После этого пластины нагревают до 100 °С 10 мин. Видны темно-си- 
ние, розовые и фиолетовые пятна па светло-синем фоне. 

Палладия хлорид (Ра). Для приготовления расгвори 0,5 г хлорида палладия (1) растворяют 
в 2.5 мл 35% НСІ и осторожно доводят водой до 100 мл. После распыления вилиы желтые и 
коричисвые пятна. 

4-(4-Нитробензил)пиридин и тетраэтиленпентамин (№ВР). Для приготовления реактива рас- 
творяют 5 г 4-(4-нитробсизил)пирилина в 100 мл ацетона и разбавляют смесью тстраэтилен- 
пентамин (Т)-анегон (1:5 по объему). Затем пластину сушат при 110 °С в течение 10 мин. После 
охлаждения пластину обрабатывают разбавленным раствором Т и па белом фоне наблюлеют 
пятна от синего до фиолетового цвета. Цвета нсустойчивы. Стабильность цветов может быть 
увеличена распычснисм на пластину 208 (по объему) раствора уксусной кислоты. высушива- 
нием при комнатной температуре и при 110 “С перед применением Т. Реактивы лолжны быть 
свеженриготовлениыми. 

Последовательная обработка пластин рсактивом Драгендорфа. 5% раствором хлорила железа 
(П), смесью 1 г йола и 4 г Йодида калия. растворсиных в 100 мл эгапола, и 25% раствором 
концеитрированной хлористоводоролной кислолы в этаполе. Реактивы распыляют последова- 
тельно. отмечают появление пятен и любых ивстовых изменений. 


Газовая хроматография 


Метол облалает высокой чувствнгельностью. поэтому широко и успсишо применяется для 
обнаружения и количественного определения микроколичеств пестицидов в пишевых про- 
дуктах растительного и животного происхождения. различных объектах окружающей срелы. 
ехнических препаратах, биообразцах. Применение метола можег ограпичиваться иизкой лету- 
честью и термической нестабильностью искоторых пестицидов. Эффективность газовой хро- 
магографии определяется типом и режимом работы легсктора. характсром разделительной ко- 
лонки. свойствами хроматографирусмых сослинсний. использусмой аппаратурой. 

Исслелованис проводят на капиллярных колонках с различающимися но полярности не- 
подвижными жидкими фазами. Выбор исподвижиой жилкой фазы для решения каждой кон- 
кретной задачи требует индивидуального подхола. Для определения пестицидов часто исполь- 
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зуют ЭЗД, ТИД. АФД. ПФД, ПИД и ар. Выбор детектора зависит ог цели анализа и условий 
сто выполисния. Дая опрелеления ХО применяют преимушественио ЭЗД. чувствительный 
и селективный к галогепсодержашим соединениям, сульфилам. соелинениям с сопряженны- 
ми лвойными связями и искоторым другим вошествам. содержашим атомы с высокой элект- 
роотринательностью (по шкале Полинга). При определении фосфорсодержащих соединений 
используют высокосслективные и чувствительные к фосфор- и азотсолержашим органическим 
сослиисниям ТИД, АФД. ПФД и ПИД (см. электронное прнложенис}. 


Газовая хроматография с масс-селективным детектором 


Системы ГХ-МС сопровожлаются библиотеками, которые солержат спектры многих пес- 
пицидов. их метаболитов м пролуктов разложения. В настояшее время разработано несколь- 
ко комплексных систем обнаружения и количественного определения различных нестишиюв 
методом ГХ-МС, Многие из них используют самые современные методы математической об- 
работки получаемой информации. включакиней методы лскоивалюции хроматографических 
пиков. реализованные в программе АМ 015 Национального американского инсгитута станлар- 
тов (МТ) с последующей обработкой хемометрическими метолами распознавания образов. 
Данная система позволяет проводить исслелование болсе МХ) пестицидов разных химических 
классов в различных объектах (см. электронное приложенне). 

На рис. 8-30 приведены хромагограммы смеси стандартов пестипилов и экстракта из био- 
логического объекта па кварневой капиллярной колонке длиной 30 м. На рис. 8-31 показаны 
масс-спектр фосфорорганического пестицила. обнаруженного в анализируемом экстракте п 
количестве 6.1 иг/г и его библиотечный масс-спектр. 


Высокоэффективная жидкостная хроматография 


Для опрелеления нестииилов ВЭЖХ менее эйнрсктивна. чем газовая хроматографня. так как 
имеет меныную чувствительность для большинства нешеств и их времена удерживания менес 
воспроизволимы. Однако ВЭЖХ примепястся для количественного определения пестинилов, а 
гакжс для проведения подтверждающих исследований, особенно при наличии МС-детсктора. 
Современные способы полготовки образцов (ТФЭ и ЖЖЭ при сверхкритических условиях) 
лают возможность повысить чувствительиость определения до уровней напограммов па | кг 
или Гл. Преимушество эгого метола заключается в том, что нелетучие и водорастворимые 
пестинилы можно определять на современных жилкостных хроматографах без лериватизации. 
Поскольку разлеление и регистрация пикон произволятся при комнагиой (или слегка повы- 
шеиной) температуре. этот метод идеально нодхолит лля работы с ветисствами. малоустойчи- 
выми ири нагревании. 

На рис. 5-32 привелена хроматограмма смеси ХОП па колопке ЕхИ Суапо 5 мк длиной 250 мм 
и внутренним диаметром 4.6 мм. Полвижная фаза — изооктаи, скорость потока (1.75 мл/мин. 
Детектор УФ при 254 им. 

Прн провеленни ВЭЖХ используют главным образом силикагсли немолифииированные, 
или молинированные С18. или лругие, папример пианмодифипированные сорбенты. В ка- 
честве подвижных фаз применяются смеси апетонитрила с водой и пругие. апалогичные им 
смеси. Выбор неподвижной и подвижной фаз сильно зависит от свойств исследуемых вешеств 
и нспользуемого оборудования (см. гл. 6.3.4). 

В последние голы лля определения пестицилов в различных объектах применяют канпилляр- 
ный электрофорез с МС-летектором — КЭ-МС (см. гл. 6.3.5). 

Для количестненной оценки сочержания пестипилов в объектах исследования применяются 
ТСХ, ГХ. ГХ-МС. ВЭЖХ, КЭ-МС (см. гл. 6.3 и электронное приложение). 

Коицеитраиия нсстицилов в бнообъсктах, взятых от пациентов с острыми отравлениями, 
оирелсляст алскватный выбор мстолов детоксикации и лечения, особенно когда расематрина- 
ется нсобходимость примеисния форсированиого диуреза или гемолиализа. При смертельных 
огравлениях (в случаях убийсти или самоубийств) конпентрания нестипилов в исслелуемых 
объектах (биообразиы, напитки. пиша. олежла, почна и др.) может быть достаточно высокой, 
что обястчает илентификацию конкретного нестипила. Количествениое опреяслепие этого ве- 
шесгва в тканях трупа нозволяст доказать. что отравление вызвано именно этим нестицилом. 
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Рис 8-30. Хроматограммы смеси стандартов различных пестицидой (внизу) и экстракта из биологического 
объекта, содержашего смесь этих же пестицидов (вверху), на кварцевой капиллярной колонке. 
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Рис. 8-31. Масс-спектр ФОП (ипюрху) и сго библиотечный масе-електр (ппизу). 
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Количественное определение используют для мониторинга 
концентрации пестицилов в почве. источниках волы, реках, 
озерах и нишевых пролуктах; в искоторых странах введен за- 
конолательный контроль за попустимым уровнем пестицидов в 
окружающей среде. 


Методы определения отдельных классов пестицидов 


Фосфорорганические пестициды 

При острых клинических отравлениях лизгиюстическое зна- 
чеине имесг пониженная активность холннэстеразы. Обнару- 
жение. илентификания и опрелеление количества спенифичес- 
кого агеита. ответственного за отравленис. ие имсюг большого 
значения в выборе безотлагательного метода лечения, хотя 
пскоторыс из диэтилфосфотиолагов. обладающих липофиль- 
ными свойствами. могуг накапливаться в тканях в течение не- 
скольких лней. и у пациентов, которые уже выздоравливают, 
может произойти повторное появление симптомов отравления. 
Идентификация агента можст подготовить клиницистов к та- 
кой ситуации. 

Определение активности холинэстеразы в плазме, сыворотке 
и цельной крови. В организме сушествуст два типа холинэстераз 
(см. выше). АХЭ, которая извсстна как истинная холинэсте- 
раза, солержится в эритроцитах, первиых окончаниях. легких 
и тканях мозга. Ес главная функция — гилролиз АХ в холи- 
пергическнх нервных окопчаниях. Холиизстераза второго тина 
известма как исевлохолиностераза (ПХЭ), солержигся в плазме 
и различных тканях организма. Гочная физиологическая функ- 
пия [ХЭ неизвестна, но она обладает способностью к гилроли- 
зу различных сложных эфиров. в отличие от АХЭ. Понижение 
активности ПХЭ может быть вызваио химическими сослинс- 
пиями, не являющимися пестинидами. наюлогией печени и 

Г Ї Т лругими факторами (физиологическими. фармакологическими 
0 8 16 или генетическими). Поэтому определение активности АХЭ в 
Рис. 8-32. Разлеление смеси эритроцитах являстся болес спенифичным показателем инги- 
ХОИ пына ў ВЭЖХ. (Пояснс- бурования хояинэстеразы. вызванного пестицилами из групи 
ты Им о карбаматов или ФОП. Кроме того, снижение активности АХЭ 
ДДТ; 4 — `эндрин; Бс № эритропитах можег обнаруживаться спустя 2—6 нед после 
дрин. воздействия токсиканта, активность ПХЭ плазмы возвращаст- 
ся к норме гораздо быстрес. Олиако на пракгике активность 
ПХЭ плазмы — также важный показатель воздействия на ор- 
ганизм псстицилов вышеупомянутых групп: пормальная активность ПХЭ исключаст острое 
отравление этими всшествами. Некоторые карбаматные гербинилы и фунгииилы класса литио- 
карбаматов ис оказывают сушестиенпого влияния на холинэстеразу и относительно неяловиты 
лля люясй. 

Исслелуемые пробы, взятые посмертно для испытания активиости АХЭ, лолжны хранить- 
ся при попижеиной температуре и быть проанализированы как можно скорсе. чтобы мини- 
мизировать возможность спонтанной реактивации фермента. Слелует заметить. что диапазони 
нормальных значений активности АХЭ зависит от выбора метола исслелования и имсет инди- 
вилуальные различия. К настоящему времени разработаио и широко ирименяется на практике 
несколько специальных наборов лля определения активиости АХЭ в биологических объектах. 
В болыпинстве из них определяют уксусную кислоту. образующуюся при гилролизе АХ. также 
применяются иаборы, использующие ИХМ. 

Определение ФОП в моче. Большинство соединений этого химического класса быстро гилро- 
лизуются различными ферментными системами организма с образованием множества мстабо- 
лигов. их конъюгаты вылеляются с мочой и неустойчивы при хранении. Для получения лосто- 
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верных ланных о степени отравления и концентрании ФОП важно провести анализ образцов 
как можно скорее после инцидента. Образцы мочи длолжиы быть проанализированы в прелелах 
недели после забора пробы и храниться при понижениюй температуре до анализа. 

Многие ФОП могут быть проанализированы без предварительной дериватизацин. Скрининг 
этих соединений проводится методом газовой хроматографии с многодетекторной системой. 
При этом паиболес часто применяются комбинании детекторов: ПИД-—АФД, ПИД-АФД — 
ДЭЗ ., иногла к ним добавляются ПФД или МС-летектор. Применение АФД лесятикратно увс- 
личивает чувствительность обнаружения ФОЙ по сравнению с использованием ПИД. Эло очень 
важно. потому что многие ФОП высокотоксичны и их коннентрании в биообъектах низки. 

Фрагментация этих соединений при использовании масс-спектрометрии характерисгических 
ионов (питенсивность которых очень варьирует от вешества к веществу) позволяет определить 
химический класс соелинений. Молекулярные ионы ФОП обнаруживаются при непользова- 
нин ВЭЖХ с нонизацией электронным ударом (см. гл. 6.3.6). Протонированные и содержашис 
положительно заряженный четвертичный атом азота молекулы могут быть делекгированы в 
режиме обнаружения положителыю заряженных ионов без фрагмситации. Фосфаты и фосфо- 
дитионаты дают лучший результат. чем лругис химические классы. Фосфодитионаты с такими 
заместителями в кольце, как хлор, бром или нитрогруниа, образуют особенно интенсивные 
пики. Масс-спектры, получениые при работе в режиме обнаружения отрицательно заряженных 
ионов. позволяют определить болыисс количество сонутствующих соединений, 

Карбаматы 

Эти соединения разделяются на подклассы, характеризующиеся различной термостабиль- 
ностью. Продукты разложения №-метилкарбаматов при нагревании прелставлены главиым 
образом замешсиными фенолами. Их молскулярные ноны имеют большую ингенсивиость в 
масс-спеклрах. Сослиисния из других подклассов более устойчивы к пагреванию. Их молеку- 
лярные ионы имеют низкую иитсисивность. но вместе с другими лиагносгическими фрагмен- 
тами масс-спектра позволяют провести идентификацию. Определение карбаматов методами 
ВЭЖХ -МС не вызывасг трудностей. 

Хлорированные угчеводороды 

ХОП могут быть опрелелены (без лериватизапии) хроматографически с использованием 
двойной системы детектирования ПИД—АФД. по при применении ЭЗД достигается бблышая 
чувствительность. Мегоды. используемые в клинических и судебных случаях. не лолжны быть 
высокочунствительными, потому чго болывинство сослинсний, которые ириналлежаг к эгому 
классу. не обладают высокой токсичностью и серьезные признаки отравления наблюдаются 
только при присме внутрь больших количеств (несколько граммов) этих веществ. Кроме того. 
симитомы часто обусловлены токсичностью растворителей, когорыс используются в коммер- 
ческих срелствах, содержащих ХОП. 

Пиретрины и пиретроиды 

Пиретроилы ме содержат атомов азота, поэтому лля их определения подходят меголы 
ГХ-ПИД и ГХ-МС. Эти соедиисния могут быть проанализированы хроматографически без 
деривагизации или после метилирования. 

Алчорированные феноксикислоты 

Замешенные феноксикиелоты выпускаются как коммерческие продукты в виде солей или 
эфиров. Превращение солей после экстракции и дериватизации в соответствующие метнловые 
эфиры улучшает результаты хроматографического анализа. Присутствие озооктиловых (2.2,4- 
гриметилпепгиловых) эфиров гербипилов класса хлорированпых феноксикислот может быть 
локазано при использовании ГХ-МС по ионам (т/2) 41, 55. 57. 69. 71 и #5. имеющим значи- 
тельную интенсивность. 

Диоксины как техническая примесь часто содержатся в смеси с псстипидами этой группы. 
Уровсиь лиоксина в биологических пробах очень мал. поэтому лля сго опрелеления требуются 
вссьма чувствительные и специфические методы. Единственным успешно используемым мето- 
лом в пастояшее время являстся ГХ-МС. 

Применяются методики определения диоксипов в нишевых продуктах и биологических тка- 
нях после ускоренной экстракцин растворигслями и экстракции, стимулированной микровол- 
новым полем. с последующим анализом экстрактов методами ВЭЖХ, миогомерной газовой 
хроматографии или ГХ-МС. Новейшие методики определения диоксинов оспованы на экстрак- 
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циониом выделении (СФЭ. ем. гл. 5) и применении комбинированных систем типа СФЭ-ГХ— 
ВЭЖХ-МС. Нередко в бионробах совместно с лиоксинами определяют и полихлорировапвыс 
дибеизофураны (см. гл. 10). 

На рис. $-33 показаны хроматограммы изомеров хлорбеизофуранов. вылеленных из экетра- 
кла печени трупа и идеитифицированных но молекулярным ионам (метод ГХ-МС). 

Триазины 

Трназины содержат несколько атомов азота. и их можио обнаружить меголом ГХ-ПИД и 
ГХ-АФД. Большинство триазипов легко определить мегодом ГХ-МС. получают характерные 


Рис.8-33. Хроматограммы изомеров хлорбензофу- Гексахлордибензофураны 
рзнов, молскулярные попы которых идентифици- 


ропаны. 


4: 123478-ГХДБ 
5: 123578-ГХДБ 
6: 234678-ГХДБ 
7: 123789-ГХДБ 


Тетрахлордибензофураны 


1001 р/2 306 


1: 2378-ТХДФ 


100- туг 340 


2: 12378-ПХДФ 
3: 23478-ПХДФ 


Гептахлордибензофураны 


ту? 408 


8: 1234678-ГХДБ 
9: 1234789-ГХДБ 


Октахлордибензофураны 
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масс-спектры неизмененных сослинений и их метаболитов — гилрокси- и пезалкилтриазинов. 
Используя ВЭЖХ-МС с химической ионизапией при атмосферном давлении (АРСІ) и иониза- 
нией электронным ударом. протопированные молекулы триазипов могут быть летектированы 
без фрагментации (см. га. 6.3.6). если подобраны оптимальные параметры разяеления. 

Соединения с четвертичным азотом 

Паракват и дикват как полностью растворимые в воде вешества не полвергаются ЖЖЭ. 
Производные, полученные восстаповлением параквата и диквата натрия боргидрилом. мо- 
гут быть извлечены лиэтиловым эфиром из шелочного раствора пля провелепия дальнейшего 
хроматографического анализа. Масс-спектры этих соединений прелоставляют ограниченные 
возможности для илентификании. Наиболее широко используемый метод — колориметричес- 
кос определение параквата и ликвата после реакции с патрия дитионитом в щелочпой среде. 
Оба продукта рсакиии имеют максимумы поглощения при 396 и 379 нм. Используя технику 
ионно-парной экстракими. можно достичь предел обнаружения 50 мкг/л. Однако метод имеет 
серьезные ограничения. так как исвозможно включить в пронедуру опрелелсния внутренний 
стандарт. 

Радиоиммуниыс и иммунофаюоресиснтпые методы опрелеления параквата в сыворотке 
очень чувствительны и требуют исбольших объемов проб. но они не являются обшелоступиы- 
ми. Паракват опрелеляют в сыворогке крови метолом ВЭЖХ-УФ после ТФЭ. Дикват в био- 
объектах определяюг больнииством метолов. описанных для параклата. 

Кумариновые антикоагулянты 

Аптикоагулянтные розентицилы варфарин. бродифакум. бромалиолон. куматетралил и ли- 
фенакум опрелсляют послс дсриватизапии или без нее метолами ГХ низи ГХ-МС. являюши- 
мися нанболее чувствительными и селективными лля этого класса веществ. Метилированне 
(лериватизация) с использованием тетрагексиламмония гипросульфата. мстилйодида п ТФЭ 
применяют для определения этих пестипилов в плазме крови и моче. Наличие в масс-спектрах 
ионов (11/7) 291. 294. 295. 309. 313. 322. 324. 336. 343 и 354 может указывать ма присутствие 
4-тилроксикумариповых антикоагулянтов и их гидроксиметаболитов кумахлора. куматетралила 
и варфарина. Пять из 4-гилроксикумариновых аитикоагулянтов (бролифакум. бромадиолон. 
куматетралил. лнфенакум и варфарин) могут быть обнаружсиы и количественно определспы в 
сыворотке крови методом ВЭЖХ с флюориметрическим детектором. 

Пиримидиновые гербициды (урацилы) 

Пиримилиновые тербицилы могут быть определены как исхолные всщества или после дери- 
ватизации методом ВЭЖХ с УФ-летектором при 254 или 270—280 нм. Для илентификапии ура- 
пилов используют ВЭЖХ и масс-снектрометрию с эясктроспрей-ионизацией (ЕР) или АРС! 
(см. гл. 6.3.6) в режимах определения положительных и отриизтсльных ионов. 

«Пестицилы отчасти при неправильном использовании и хранении, а отчасти из-за от- 
сутствия достоверных научпых данных об их влиянии на человека и окружающую среду пре- 
врашаются в хнмические бумеранги. которые запускаются химиками для позитивного реше- 
ния конкретных проблем. но на второй половинс петли возвращаются по трофическим ценям 
в живые оргапизмы, биоаккумулируются в них и вызывают серьезные химические стрессы» 
(В.С. Петросян. химический факультет МГУ). 


8.5. ТОКСИЧНЫЕ И ЭССЕНЦИАЛЬНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ 


«...по-вастояшему наврелить себе 
способны только мы сами». 
С. Лжонсон 


8.5.1. Главные факторы токсичности металлов, 
их биологические мишени. Металлолигадный гомеостаз 


Железо и пинк, молибден и ванадий. мсль и кобальт. а также лесятки других химических 
элементов присутствуют в организме человека в очень малых количествах — 102—109. Од- 
нако их избыток или недостаток в организме приводит к патологии. Металлы — элементы зем- 
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ной коры. т.с. их воздействие из естественных источииков неизбежно. Болыпинство организ- 
мов, включая человска. имеют различные биологические механизмы для противодействия их 
потепимельно врелному уровню (избыточному или педостаточному). Поддержание гомеостаза 
связано с изменениями протеома (см. гл. 3), по ивнравление и скорость происссов синтеза или 
расшепления белков часто определяют поны металлов. Стабильный уровень внутриклеточных 
металлов является важнейшим фактором клеточного гомеостаза. 

Почему олин и тот же элемент. но в разных формах может играть как созилательную. так 
и разрушительную роль? Еще в начале ХХ века проф. Московского университета В.И. Вер- 
налский па сьезле русских врачей и естеслвоиспытателей сделал основополагающий доклад о 
связи химического строения земной коры. свойств рассеянных элементов (микроэлементов) 
и состояния здоровья человека. В настоящее премя доказана роль макро- и микроэлементов 
в процессах роста. лифференпировки. репараиии и регенерации. апоптоза. нскроза. выживас- 
мости клеток. а также патогенезе хронических воспалительных. дегенеративных и ряда пругих 
заболеваний. 

По словам извествого патозога н физнолога акад. А.П. Авпына, микроэлемениы — «скорее 
всето не случайные ингредиситы тканей и жилкостей организмов, а компоненты закономерно 
сушествующей очень древней и сложной физиологической системы, участвуюшей в регулиро- 
вании жизненных функций на всех стадиях развития». 

Организм — динамическая полилиганлная и нолнметаллическая система, аля функииопи- 
рования которой необходимо подлержапис металлолигандиого гомеостаза (МЛГ). Несмотря на 
зависимость от различных факторов и опосрсловаиный характер болыьпинетва протскакзцих в 
организме при участии металлов биопроцессов, они подчиняются глобальному закону химии — 
закону действующих масс н описываются константами комплексообразовшия и пестойкости. 
Обмен. пиркуляция, депонирование ионов металлов во многом объясняклея их участием в 
процессах комплексообразования с природными эндогенными лигандами (нуклеиновые кис- 
лоты, углеводы, аминокислотами, пентилы, белки. вигамины, гормоны) и экзогенными лпган- 
дами (лекарственные препарагы, пищевые пролукты и др.). 

Бывают обстоятельства. при которых частота. интенсивность или продолжительность воз- 
лействия соединений металлов иревосходяг емкость алзигационных механизмов. Гогла встает 
вопрос об экспертной оценке степени токсичности мегаллов. Каждый элемент имест диапазон 
безопасной экспозипии (рис. Я-34). 

Например, марганеи — эсенииальный элемент, который активирует многие зизимы и вхо- 
диг в состав ряла ферментов-металлопротеинов. Результатом хронического нозлействия высо- 
ких лоз марганна. его накопления в тканях головного мозга объяспяют необратимое невроло- 
гическое состояние, хараклеризующееся странным поведением и маскообразным выраженисм 
лица, близкое тю симитомам к болезни Паркинсона. которое часто всгречается у полростков- 
наркоманов. использующих получаемый в домашних условиях эфелрон (см. гл. 7), н при про- 
фсссиональной патологии работников горполобывающих комбинатов, электросварщиков. 

Обсужлая роль п значение макро- и мик- 

2 роэлементов в регулировании жизненных 
УЗУ функций организма. следуст говорить как о 
металлах, так и немсталлах. Селен — один из 
самых токсичных элементов Исриолической 
системы элементов Менлелеена. Это мненис 
просушествовало с момента открытия селена 
р (1836) ло середины 70-х голов ХХ века. когла 
в живых организмах и растениях ученые об- 
наружили амннокислоты — селеноцистеин и 


1 — Недостаточность МЭ Эра 


2.4 — Пораничные зоны 


3 — Оптитмальный эффект 
5 — Токсическое действие 


Рис. 8-34. Завненмость лоза-эффекг: кажлый эс- 
сенциацьный заемент имеет диапазон онтималь- 
мых коннентраиий, обеспечивающий нормальную 
жнзнедсягельность организма (3 — облаеть МЛГ). 


селеномегионии (см. гл. 8.5.3). Среди природ- 
ных аминокислот селенопистенн — 21 ами- 
нокислота. образование когорой генетически 
кодируется. Токсичиость микроэлемента не 
исключает его эссенциальность. Это сиязано п 
значительной степени с формой нахождения 
элемента я организме: копалентиой или иой- 
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ной. Утверждение «селен токсичень относится к ионной форме селена неорганических соели- 
нений (см. гл. 8.5.3) и его нельзя признать ошибочным. Сушествует организмы (в том числе 
водоросли), которые быстро метилируют ртуть в ионном виде до существенно более токсичных 
органических соединений — метилртути и лиметилртуги. таким образом. созлавая опасную и 
легкоабсорбируемую форму. Эпидемические отравления метилртутью от потребления рыбы и 
моллюсков паблюдались в некоторых частях Японии в 50—60-х голах ХХ века (болезнь Ми- 
намата). а самая крупная вспышка отравления метилртутью случилась в Ираке в начале 70-х 
голов как результат потребления хлеба. загрязненного фуигицилом. солержашим ртуть. 

При определспии токсичности металлов и лругих элементов (например. селена, мышьяка) 
нужно учитывать уникальные и разнообразные физические и химические свойства этой группы 
токсикаитов. Мегаллы не подвержены деградании естественным путем. что приводит к более 
выраженному их возлействню. чем у других. менсс устойчивых токсичных вешеств органичес- 
кой приролы. Способность соединений металлов к ионизации в растворах влияет на абсорб- 
цию, распрелеление н выведение токсикантов. Сушествование элементов в окружакинсй среле, 
растительных и животных организмах в различных химических формах (элементная. ионная, 
коваленгная, в частности координаиионная) влияст на их химические и токсические свойства. 
Приведем несколько примеров, иллюстрирующих разнообразие форм нахождения металлов в 
организме. Электронное строение атома железа в активных центрах важнейших железосодер- 
жаших белков (гемопротсины. гемоглобин, миоглобин. цитохромы, нитохромоксилаза, перо- 
килаза, миелопероксилаза, каталаза, цитохром. с-релуктаза. сукцинатдегилрогеназа. пролииок- 
силаза, НАДФ-дегидрогеназа, апил-КоА-легилрогеназа, ксантиноокслаза) различается и. что 
не менее важно, может быть изменено за счет не только очевидных причин (изменение лиган- 
дного состана или зарядового состояния атома), но и за счет незначительных конформацион- 
ных перестроек глобулы белка (см. гл. 6.4.3). В организме человека насчитывается более 21% 
цинксолержаших металлопротеннов. уникальность многих из них обусловлена особенностями 
и возможными изменениями электронного строения центрального атома. Цинк — компонент 
активных центров РНК-полимераз. карбоангилразы, алкогольяегилрогеназы. факторов транс- 
криниии. ферментов — оксияорелуктаз. трансфераз. лиаз. гияролаз. изомераз, нитозольной 
формы супероксиллисмутазы. Цинк вхолит в структуру гормона вилочковой железы тимулина. 
участвует в упаковке инсулина, гонадотропинов и аругих гормонов. Цник карбознгидразы С. 
высгуная в качестве электрофила. участвует в образонании Н’ и ОН ионов нз молекулы воды 
н катализирует реакнию образования угольной кислоты (рис. 8-35). 
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Рнс. 8-35. Схема рсакиии образования угольной кислоты при каталитическом участия иона цинка карбо- 
ангилразиы С. Е— активный центр энзима карбоангилразы С. 


Ионы меди (Н) — кофермент лофамин-В-гилроксилазы. участвуюшей в синтезе нейромсли- 
аторов (см. гл. 7). Ионы мели (1) являются катализаторами реакции образования АФК (см. гл. 3). 
В корс налпочечников содержится мельзависимый фермент А5 — 3-кетостероил-изомераза в 
виле хелата мели. Кобальт — ключевой элемент кофермента витамина В, молибден — компо- 
пеиг активного пентра ксантиноксилазы. важный участник пуринового метаболизма. никель — 
компонент оксилорелуктаз, в частности уреаз бактерий. гилролитических ферментов человека — 
и многие лругие элементы. выполняющие биологические функции. находятся в виде комплек- 
сов с различными эилогенными лиганлами. 
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Неэссенциальные металлы (и неметаллы) — это те металлы (и немсталлы). полезпая роль 
которых в какой-либо биологической функции неизвестна. К ним относяг® (на сегодняшний 
зень) бериллий, кадмий. ртуть. свинеи. таллий, уран и некоторые лругие. 

Химическое состояние и степень окисления металла в соелинениях значительно влияют па 
их токсичность. Так. соелинения хрома в степени окисления +3 и +6 оказывают различное 
лействие на организм (см. ниже). С другой стороны. условия внешней среды (рН. темнература. 
наличие лиганлов и т.л.) обусловливают форму нахожления металла в био- и экосистемах. На- 
пример. медь имест высокое сродство к органическим лиганлам. связывается с органическими 
веществами почвы и накапливается в се верхних слоях {если поступила с поверхности). чю 
может повысить вероятность ноздействия меди через контакт с почвой. Соли металлов (нон- 
ная форма металлов) имеют токсические свойства. которыс отличаются от таковых у металла, 
связанного в комилскс. Комплексы металлов в зависимости от гсомстрии молекул. природы 
лиганлов. устойчивости и лругих факторов могут вести себя по-разному. что влияет на их аб- 
сорбиню и распределение в организме. 

Молскуляриые механизмы большинства металлозависимых химических происссов, происхо- 
дяших в клетке, изучены нелостаточно. Количественные изменения компонентов металлома — 
пролуктов взаимодействия ионных и атомных форм металлов с пуклеотилами н нуклеозидамн, 
белками и аминокислотами, углеводами н высшими жирными кислотами, гормонами и про- 
стагландинами, во многом, остаются неизвестными. Металл в живой клетке можст находиться 
в виде класгера или комплекса, а также в ионной или молекулярной форме. Определение фор- 
мы нахождения металлов. биологически активных амфотерных элементов (например. селсиа) 
в клетке и среди субклеточных структур. а также их биомарксров (метаболитов органической 
природы) стаповится реальностью в связи с внедрением новых технологий — метаболомики 
и метабономики и танлемных или комплексных аналитических систем ВЭЖХ-ИСП-МС. КЭ- 
ИСП-МС-ЯМР или ВЭЖХ-ИСП-МС-ЯМР (см. гл. 3.3. 6.4.4 и электрониое приложение). 

Переход металла из одной формы в лругую в условиях окружающей срелы обусловлен био- 
геохимическими циклами. Внутри биологических циклов металлы распределяются и лепо- 
нируютея, включаются в пишевые пени. Например, иногла загрязнснные металлами почвы 
засаживаются растениямн или грибами. которые их абсорбируют из почвы и связывают в 
стабильной формс со структурными элементами своих клеток. Удаление растений или грибов 
приволит к эффективному избавлению от избытка металлов на этом участке почвы. Другой 
пример. Некоторыс плессни можно культурнровать при условиях. когда они будут восстанав- 
ливать ргуть из нонной формы в элемснтную, которая обычно менсс биодоступна, хотя пары 
элементной ртути могут быстро лиффундировать через многие клеточиыс мембраны. Неорга- 
нические соединения свинца могут подвергнуться биотрансформации некогорыми бактериями 
ло тстраэтилевинна — органического вещества, которое значительно легче транспортируется 
через биологические мембраны. чем иопиая форма (см. гл. 8.2). Таким образом. в организме 
{животном или растительном) возможно изменение формы элемента. 

В природе распространены координированные влияния элементов. Сушествуют пары и 
триады элементов, когорые оказывают сииергическое или антагонистическое влияние па раз- 
личные биохимические процессы и физиологические показатели (рис. 8-36), например. пары 
Ре/Ми. Ее/4п. 2п/Си. СЧ/Си. Си/Мо и др., триалы (1.. Са. РО). (Мо. Си, 50). Повышен- 
ный уровень Си и Мп — антагонистов Мо — способствуег развитию выраженной формы его 
дефипита, а дефинит Мо рассмагривают как один из факторов предрасположенности к раку. 
Низкий уровень Ѕе в сыворотке крови указывает на снижение антиоксилантной зашиты орга- 
низма. Антагоннстами Зе являются РЬ. Нр. Са, Аз. Общеизвестен механизм поврежлающего 
действия этих элементов как тиоловых ялов. Токсичность РЬ, На. Са. Аз может проявляться и 
опосредованно через снижение уровня Зе, чго объяснясіся различием констант образования их 
комплексов с серосодержащими аминокислотами по сравнению с произволнымн селена. Низ- 
кий уровень Ѕе в сыворотке крови и сго повышенная концентрация в волосах служат оштим 
из тестов ранней анагностики токсического лействия антагонистов селена. Полтвержлающий 
результат такого предположения возможен только тю совокупности ланных многоэлементного 


° В литературе встречается и ие столь катсгоричное утверждение, например что кадмий и свинец, имеющие давнюю 
репутацию токсичных. ири определенных условиях облалают свойетвами эссенниальнных_ 
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анализа металлов м количествснного определения клинически важных ипдикаторов дисбалан- 
са микроэлементов (см. гл. 6.4.2). При этом весьма важно получить информацию о количест- 
венном содержаини как можно большего числа микроэлсмеитов в олной пробе одновременно 
и в различных типах биообъектов (например, в крови и волосах). 

Сочетанное лействие элементов может быть оносреловано через процессы фосфорилирова- 
пня в стенке кишечника или влияние на активность пищеварительных ферментов. Возможно 
также и непрямое взаимодействие, например путем стимуляции размножения и активности 
микрофлоры в желудке и кишечникс. 

Синергическис механнзмы функиионируют на уровне тканевого и клеточного метаболизма. 
Можно выделить взаимодействие элементов в формировании костной ткани (Са и Р). синтезе ге- 
моглобина (Ғе и Си), стабилизации конформации молекул РИК (Мп и 2л). Элементы-сипергисты 
могут участвовать в формировании активного центра ферментов (Ре и Мо в составе ксантин- и 
альлегилоксидаз, Си и Ре в составе цитохромоксилаз). В отличис от синергизма. который чаше 
бывает взаимным, антагонизм может быть как обоюлным. так и односторонним. Мр и Р. Ял и Си 
взаимно тормозят абсорбнию лруг лруга в кишечнике. а Са ингибирует абсорбцию Фп и Ме (но 
не наоборот). Эфкрект ингибировниня абсорбции одних элементов лругими в пишсеварительном 


канале может быть обусловлен конкурсинией за мембранный переносчик ионов (Со?', Ре“). 
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На рис. 8-37 представлена схема взаимодействия ряда элементов. 

Кальций выполняет функцию главного неоргаиического мессенджера. Его участие в про- 
цессах метаболизма описано в главе 3.2 Цинк регулирует направление и скорость многих 
рсакций биотрансформации. поэтому его называют «главным неорганическим гормоном». 
Значительное изменение уровия какого-лнбо элемента почти неизбежно сопровождается из- 
менением содержания другого элемента или лаже нескольких. Например. введение нониой 
формы пинка (сони цинка органических или неорганических кислот) подавляет усвоение мели 
(сходство электронных оболочек) и железа (близкие ионные радиусы), что на организменном 
уровне может инициировать системные болезни с аутоиммуниыми нарушениями тина васку- 
литов. Это связано со спиижением активпости определенных ферментов из-за псдостатка меди, 
вытеснения ее из лизилоксидазы — медьсодержащего фермента (протсинлизин-6-оксилазы), 
участвующего в процессах сшивки коллагеновых волокон, что в свою очередь увеличивает 
рыхлость стенок сосудов и клеток сосдининтельной ткани. В процессах синтеза коллагена учас- 
твуют 2 железосодержаших фермента (проколлагсипролин-4-пиоксигсназа и проколлагенли- 
зин-5-лиоксигепаза). Искусственно вызванный из-за антагонизма элементов дефицит железа 
после ввеления ионной формы циика усилит эффект индуцироваиных васкулитов. а также 
может способствовать развитию остеояороза и нарушению энергетического обмена в клетках 
благодаря подавлению активности дыхательной испн. Нарушение баланса меди и железа при- 
водит к нарушению синтеза протеогликанов. основного вещества межклеточного матрикса, 
чго сопровождается болезненными артритами коленных. тазобедренных, локтевых и плечевых 
суставов с возможным развитием артрозов. Введение препаратов цинка в вилс комплексов с 
органическими лигандами. т.е. в координационно-связанной (хелатной) форме. пе нриподит к 
таким последствиям. 

Медининская статистика последних лет показала. что в РФ ллитсльное бескоитрольное 
лобавление препаратов кальция с витамином Р, в рацион беременных женщин приводило к 
изменению у них ряда важных показателей минерального обмена и снижению содержания 
витаминов груины В. т.е. к большой вероятности развития остсопороза. Длительное введение 
ионной формы кальния нарушает метаболизм железа. дода. селена, пинка. 

В организме человека обнаружено более 80 химических элементов, причем аналитически 
установлено. что их относительное содержанис сопоставимо © элементным составом океани- 
ческой воды. Обилие фактического материала (нерелко ловольно противоречивого) о влиянии 
содержания металлов в организме на состояние здоровья человека создаст виечатление хаоса 
фактов, эффскта калейдоскопа. В действительности такое впечатление ошибочно. Эксперн- 
ментальные наблюдения группируются вокруг 3 больших проблем патологии: элементной не- 
достаточности. элементной интоксикации. элементного дисбаланса. 


Рис. 8-37. Пример взаимодействия 
элементов в организме. 
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В качестве шкалы содержания элементов (металлов и неметаллов) в организме принято 
придерживаться следующих оний 
• макроэлемепты: Н. О. С. №. Р. $. СІ, Са, К. Ма. Мр, Ре; 

• микроэлементы: 4п. Е. $г, Мо. си Вг, $. С, 1. Мп, АІ. РБ. Са. В. КБ, Ѕе. Не, У, Ах. 11. Ва, Ті, Ѕп; 
е ульграмикроэлементы: Со. Сг. №, Ар, Ве. Са, Се, 5с, 2г, Ві, 50, Ц. ТИ, КЬ. 

Микроэлементы п ультрамикроэлеменгы — гругиа химических элементов. которыс содер- 
жатся в животных и растительных организмах в количестве 10—10 4%. Они распределены в 
органах и жидкостях чсловска неравномерно. 

Нарушение МЛГ вызывает иревалировапие или дефицит ионой металлов (например. изменение 
гсохимической среды обитания. заболевание). увеличение или снижение коннентрации лигаплов 
(длительное ирименение ряла лекарствениых средств, определенная листа, заболевание). МЛГ — 
это «фуиламентальный механизм жизиелеятельности биологических систем, который опирается 
на принний рекомбинацнопных преобразований. или единства в многообразии. К грансформа- 
ини свойсга системы приводят не только количественные изменения се элементов, но и их ие- 
регруппировка на вссх уровнях — от молекулярного до организменного» (акал. Д.С. Саркисов). 
Например, ллительное употребление статинюв. которые нспояьзуются лля предотвришения атерос- 
клероза и коронарной болезни ссраца, может вызвать мпопатию и идиопатическую полипећропа- 
тию. Статины ингибируют оксимстилглутарил-КоА (НМС-СоА)-релуктазу — начальный фермент 
мевалонагного пуги синтеза холестерина, в результате не образуется необходимый аля снитеза 
холестерина восстановленный изопентенилнирофоефат (РР) и подавляется синтез холестерина. 
Однако ІРР необходим лля снитеза ссленопротеннов. когорыс участвуют в регсиерации миоцитов. 
антноксилантной защите в виде глугатиоипсроксилазы и гиорсдоксинречуктазы, а также в составе 
дсйолиназы контролируют через тироксин и Йодсодержащий кальцитонин томеостаз кальция (рис. 
3-38). Таким образом. положительный эффект лекарства сопровождается и побочным действием — 
нарушением МЛГ в виде слабо выраженных элементозов $с, 1, Са. 
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Рис. 8-38. Схема мсвалонитного пуни снигеза холестерина { Моозтали В., Већ С., 2004). №-1РР и А>-ІРР — 
окислениая и восстаповлениая формы ІРР. 
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Большинство лекарственных вешеств содержат электроподопорные грунны и являются ак- 
тивными лигандами, вступая іп муо в реакции конкурирующего комилексообразования с ме- 
таллосодержащимн хелатами нормальных процессов мстаболизма. 

Как известно, устойчивость комплекса характеризуются консгантой устойчивости нли об- 
ратной величиной — константой нестойкости. что позволяет прогнозировать направление 
лигандообменных процессов. Конкурируюший процесс комплексообразования нойдет в на- 
правлении получения наиболее прочного комилскса, т.с. с наименынсй константой нестой- 
кости. Объектом конкурепним может быть как металл. так и лиганд. Поэтому при приемс 
многих лекарственных препаратов может паблюдаться изменение сопержания эсссиинальних 
металлов. Рассмотрим это подробнее. Выступая в качестве центрального атома, большинство 
микроэлементов способно образовывать биокомплексы іп уіуо. Устойчивость комилексов иг- 
рает фунламентальную роль во внутри- и вмеклеточной линамикс, антагонизме. синергизме 
и фармаколинамическом действии микроэлементов. В составе лиганла может быть один или 
иссколько лопорных атомов. Лиганды делятся на мополситатиые и полидситатиые. Бӧлыная 
часть металлов в организме находится в виле хелатов с биологически активными веществами. 
Полиядериые комплексные соединсиия имеют несколько пентральных атомов с координиро- 
ванными полилентатными лиганлами. Макроциклические комплексные сослинсиия образо- 
ваны полилентатными пиклическими лиганлами. внутри которых размешается центральный 
атом. Принцип макроциклического связывания — «лиганл-хозяин, центральный атом--гость» — 
широко распространен в природе: гемоглобин. хлорофилл. нианокобаламин и др. В организме 
постоянно протекают лиганднообменные процессы. Мегаллы имеют разное сродство к оп- 
релеленным донорным групнам: дп — к тегероглому азота имилазольных циклов (например. 
гистицина) или к атому серы цистеина, Мо — к атому кислорода и атому серы. Си — к атому 
азота и др. Конкурируюший процесс комплсксообразования илет в паправлении получения на- 
иболее прочного комплекса, т.е. с наименьшей константой нестойкости (согласно глобально- 
му закону химии — закону действующих масс). Совмешенное лиганлиое равновесие возмож- 
но при наличии в среде нескольких зиганлов или ионов мегаллов одновременно. Например, 
свинец может заменить цинк в некоторых пинксодержащих ферментах. то ссть нарушить их 
фуикиию. Если принять во виимание. что пипик являстся фактором иммупогснеза. сперматоге- 
неза, репролукцин, ранозаживления, то понятно. чем грозит детскому организму загрязнение 
окружающей среды свинцом. который часто пазывают токсикантом № 1. Отравление сосдине- 
низми свиниа может привести к серьезным трудностям в обучасмости. нарушению повеления 
(агрессивность). псревозбужденню. энцефалопатии. Свииси влияет на кроветворную систему 
путем изменения активиости соотвеуствующих ферментов, вовлеченных в биосинтез гема (см. 
гл. 8.5.3 и 8.5.4). 

С увеличеннем прочности комплекса возрастает спеинфичность функини мелалла. Пропные 
комилексы постоянно находятся в организме (например. гемоглобин, витамин В, цитохро- 
мы). Замена металла в них невозможна, так как означает разрмцение макроцикла и полиую 
потерю бнологической функции. 

Непрочные комплексы образуются только для выполнения определенных функций и затем 
разрушаются. Ионы металлов в таких случаях могут служить активаторами ферментов на пери- 
од их каталитического действия. Константа устойчивости этих комплексов низкая. Комплекс 
кажлый раз разрушается после структурной перестройки в молекуле субстрата и вновь обра- 
зуется после присоединения очередной молекулы субсурата. Например. в металлополинук- 
лсотидных комилсксах. стабилизирующих двойную спираль ДНК. ионы Ми. Со. Ее. № могут 
заменять друг друга. не вызывая негативных последствий. 

Втак называсмых диссоцинрующих металлоферментах (ДМФ) металлы выполняют функции 
кофактора, Константа нестойкосги их больше, чем макроциклов, но меньше, чем у функцио- 
нальных комплексов. Замсна в активном центре фермента одного металла (лаже на близкий по 
свойствам и строспию атома) другой металл ведет к резкому сннжению активпости фермсита. 
К таким комплексам относятся: алкогольлегилрогеназа. карбоксииситилаза А и др. 

Стабильность биокомплексов определяется мпогими факторами, наиболее важными из ко- 
торых являюгся: комилемеитариость. стсреоселектицность. нрирода микроэлементов и лити- 
дов. меж- и внутримолекулярные стабилизирукиние и дестабилизирующие взаимодействия. 
кинетика комилексообразовиния и лр. Например. ионы Си”, №*, Со? и Ил” эффективно 
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конкурируют с протонами за атом азота в азотсолсржаших лнганлах. Стерическис особенности 
образусмых комплексов способствуют увеличению нх проницаемостн через клеточные мемб- 
раны н молулируют доступность подобиых комплексов для разнообразных клеточных рецеп- 
торов. Биокомилексы металлов прелставяяют уникальную групну сослинений. участвующих 
в подлержании целостности клетки вследствие взаимодействий различной природы и про- 
странственной организации клеточных комнонентов. Комплексы одного и того же биолиганла 
с раличными номами металлов (и наоборот) имсюг различную токсичиость. Это объясняет 
миожественность биологических эффсктов энлогенных комплексов. Разная степень сродства 
понов к тем или иным бнолигандам может быть причиной их антагонизма. Белок металло- 
зиопени способеи связывать 7—10 атомов металлов (Гл. Со. Са, Ня. Аъ, Ая) и предохраняет 
организм от интоксикации ионами мсталлов. В виде комилекса с металлотнонеином нронс- 
холит ннугрнклеточный транспорт ангагониетов — мели и цинка, депонирустся цинк. Ионы 
цинка и мели стимулируют выработку метаялотионенна. причем активность цинка выражена 
в большей стенени. олнако более прочным является образующееся комнлексиос соединение с 
поизми мели. Повышение в организме кониситрапини монов пилка вызывает выработку лопол- 
нительного количества металлотионеина. который связыпаст ионы мели. умопьшая тем самым 
их кониеитранию в плазме. Другой пример. Некоторыс вещества. содсржашисся в нише. могут 
затрулнять всасылание металлов. Ионы железа образуют прочные комплексы с полифеполь- 
ными соеслннсипнями. Чай. кофе. соевый белок. солержашие такис структуры. значительно 
тормозят всасывание железа. 

Взаимодействие между клетками в организме происходит коммуниканионно (см. гл. 3). 
Нарушение баланса внутриклеточных микроэлементов в организме. например. ввелением ио- 
нов метачлов из внсгинсй срелы (рекламируемые биолобавки. загрязиенные солямн металлов 
ниша, воца. возлух и т.л.). может серьезно повлиять на работу системы сигиальной трапсдукиии 
(ССТ). которая способна опосредовагь внеклеточные сигналы различной химической природы. 
Известно о феномсне низколозовой гнперчувствительности живых организмов при сочстанных 
воздействиях металлов под влиянием сетественио пегечающихся изменений колебаний сверх- 
слабых гсомагнитных полей. Поэтому весьма важны дополиительные локазательства скрытой 
роли металлов-экотоксикантов в деструкнии злоровья человека, т.е. лействия вешеств в малых 
н сверхмалых коннентграннях. В послелием случае речь илет о коннеитраниях 1968 и лаже 
10 7'92*. В токсикологии известен феномен возврашения лействия ялов при уменьшении их 
лозы (И.В. Саноцкий). Дян многих ксенобиотиков при таких условиях огмечены биологичес- 
кне эффекты. зачастую сопоставимые по величине с эффектами от обычных (обтеприиятых) 
концеитраций (10° — 10%). Сушествуют различные гипотезы о механизме этого явления. Одна 
из них предполагает псрелачу регуляторного сигнала в живых системах посредством изменения 
структуры воды и алгезивных белков. В частности, речь идет о возможной роли структуриро- 
ванной водной фазы. без которой не обхолится никакос взаимодействие в биологической сис- 
геме. Вола прннимаст участие в формированию пространственной структуры биокомплексов 
металлов. что непосредственно реализует их возможность связываться с рецепторами мембраи 
клегок. Другие гинозсзы объясняют этот феномен взаимодействием энергетических микропо- 
лей молекул или голографическим принципом организании всшеств. При введении «сверхма- 
лых лоз» вешества время действия растягивается на несколько суток и болсс. 

Химические агситы, и в частности сосдинения металлов, способны тарушать регуляцию аноито- 
м клеток. Апоптоз (см. гл. 3.2) являстся природным механизмом защиты. Апоптоз — автономный 
процесс клсточной смерти. который требуст актинного участия энлогенных клеточных фермситов 
для лемонгажа клетки. Микроэлементы способны модулировать программу апоптоза носредством 
как ужс известных механизмов. гак и пока сше окочательню не установленных. Апонтоз реализу- 
стоя разными путями. во вссх из них участвуюг касназы — нисгсиновые протсазы. 

Канопический апонтотический путь смерти клетки резлизустся. когла зиганл связывается с 
реиенгорами ссмейства ФНО-а. имеющими «домен смерти» в интозоле. При этом происходит 
активация каскада протсаз, которые и являются эффекторами гибели клеток. Сугью механиз- 
ма. лежашего в основе апоптоза, снровоцированного избытком нили лефицитом микроэлемен- 
гов. являются проиессы мнтохоилриального поврежления и активация каскада касназ. Мик- 
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роэлементы вовлечены в самосборку и синтез митохонлриальных ферментов, слеловательно, 
в работу комплексов лыхательной иепи. Соли токсичных микроэлементов (свииси, никель, 
калмий, ртуть) и пекоторые другие экопатогсны способны блокировать протеазы митохондрии. 
что велет к развитию приобрстенной митохонириальной нелостаточнюсти. 

В патогенезе митохонлриальной нелостаточности сушественную роль играет генотоксичес- 
кое лействие ряла металлов. вызывающих дефекты и мутапии как в ялерной, так и в митохонл- 
риальной ДНК. Образование аномальных и молифицированных митохондриальных белков ин- 
дупируег образование антимитохондриальных антител. В физиологических условиях продукция 
ангимитохонлриальных антител способетвуст заменс новрежденных или стареющих органела. 
Например. ионы таких мсталлов, как Са. РЬ. №. могут блокировать активность Хп-зависимой 
пептидазы. находящейся в межмембранном пространстве митохондрий и участвующей в про- 
цессе транспорта белков в митохоидрни. Накопление аномальных белков угнетает митохон- 
дриальные функции. Несмотря па эволюционно нредусмотрепные особенности митохондри- 
ального генома. обеспечивающие его значительные ацаптапионныс возможности (множестио 
транскрингонов. иротяженные ингрониые н конпевыс неколирующиеся последовательности 
ДНК). суммирование врожлснных и приобретенных лефектов приволит к возникновению ми- 
тохонлриальной недостаточности. Соединения металлов различной природы. облалающие как 
прямым. так и непрямым тенотоксичным свойством. могут быть использованы при скрытой 
форме биотеррорисунческих актов (экологические диверсии) с озлалснными результатами, 
прнводяшими к сокрашению времени жизни человека и животных, значитсльному ухудшению 
ес качества. Попадая в организм через воду. продукты питания, лекарства, такие структуры 
могут вмешиваться в процессы регуляцин апоптоза и быть нспользованы для блокировки жиз- 
ненно важного гена, при этом синтез белкон в организме будет иепонравимо нарушен. Речь 
идег о биотерроризме на гениом уровне. когда результат может проявиться в следующих по- 
кодениях. Усугубляющее влияние на проявление генотоксического эффекта металлов, прежде 
всего в ионогенной форме, оказывает как дефицит. так м избыток или дисбаланс ряда эссен- 
циальных микроэлементов. Блокирование или индукция генов — реуляторов аноптоза может 
быть вызвапо различными внутренними и внешними сигналами. Белки семейства Вс! 2 и лру- 
гие способны проникать в липидный бислой мембран и формировать рН-чувствительные ион- 
ные каналы, которые переносят катионы металлов в виле комплексов согласно кинетичсским 
закономерностям. В генной регулянии апоптоза играют важную роль ингибитор апопгоза — 
белок Вс!2, облалающий антиоксидантными свойствами, действующий подобно свободно- 
радикальной ловушке. и другой регулятор генной стабильности — р53. Например, апоптоз, 
индуцнрованный агситами, вызывающими разрывы ДНК (металлы. радиация), завнсит от 
транскринции р53. Ионы ряда металлов: МР". Рб?'. Са? и др. — могут вызывать мутацин или 
повреждение ВБ-гена. что приводит к клонированию мутировавией клетки. Известно, что Сг, 
Р. Нв, Са проявляют синергизм в реализации генотоксического эффекта. Другие грунты: 

Ѕе — Мо. №, Аз. Нр, Сг; 

А — 2п. $6; 

Гп — №. РЫ. Ее, Си, Са. Не, Ас: 

РЬ — Мн. Со. Ее. Си. 41; 

Со — РЬ. Са; 

Ес — Мп. Са, Си, Нр, Гл. №, РБ: 

Си — РЬ. Ре, Са, Ан; 

Са — Мп. Со, Ее. Си. 2п, 5с проявляют антагонизм в реализации гспоповреждаюнсго дейс- 
твия. Учигывая спепифическое влияние различных микроэлементов на регуляцию апоптоза. их 
дисбаланс опосредованно можсг стать пусковым механизмом апоптоза. 

Нарушение процессов регуляции апонтоза приводит к возникновению заболеваний. Повы- 
шенная активация апоптоза. связаниая с функцией Са”“-. Мр”“-зависимых энлонуклеаз, яв- 
ляется звеном в патогенезе СПИДа, нейродегенеративных и иуисмических заболеваний: ин- 
гибирование апоптоза может быть вызвано избытком ионов Хп? и способствовать развитию 
опухолей различной приролы, вирусных заболеваний. 

Сегодня уже можно констатировать рял эксиериментально локазанных фактов участия мак- 
ро- и микроэлементов в пропессах апоптоза: 

• пинк ингибируст активный иснтр каспаз-3. 6 и 9. запускаюших начальные этапы апонто- 

тического процесса; белки Всі солержат рял гомологичных ВН -областсй (ВНІ, ВН2, ВНЗ и 
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белок ВНА). из которых белок ВНЗ ответственен за прозпоптотическую деятельность. Цинк 

способен стабилизировать эти регноны связывания. блокируя и прелотвращая апоптоз; 

® цитохром с нри высвобождении через митохонлриальные поры запускаст активацию каспаз 
(желсзо—компонеит гема в составе цитохрома с), отсутствие гема в составе цитохрома или 
связывание иных металлов с гсмовой групиировкой препятствует пронессам активапии; 

е кальций. магний, марганси являются кофакторами эндонуклсаз, участвующих в деградации 
ДНК. но цинк и кадмий способны конкурировать за центры связывания. что тормозит эзог 
процесс; 

» дефицит меди снижает активность цитохром-с-оксидазы, что может объяснизь влияние де- 
фицита мели па пронесс апоптоза; 

ә солензависимые ферменты митохоилрий — тноредоксипрелдуктаза или фосфолипиднерок- 
сидаза — способствуют защите тиольшых групп от своболно-раликального повреждения и 
препятствуют активации. открытию ор и высвобождению цитохрома с (многие металлы, 
как извсстно, — тиоловые ялы); 

» комилексы ванадия активируют проиессы диссоинации Всі-Ваа или Всі- Вах. что ведет к 
апоптозу. 

Например. преянолагают наличие связи межлу активностью обмена меди и стабильностью 
митохондриального генома в этиологии болезни Вильсона— Коновалова — наследственного 
заболевания, характеризующегося разнообразными митохоплриальными дефектами и након- 
лением мели в печени. Избыточное накопление или усиленное высвобождение связанных эс- 
ссеициальных элементов (железо. кобальт, мель. селен) и в особениости накопление токсичных 
микроэлементов (кадмий. ртуть. свинец) провопируют генерацию АФК. что увеличивает по- 
генциальный риск повреждения генов опухоль-супрессирующих белков. Установлена корреля- 
ция межлу повышенным содержанием железа в организме и ранним развитием атеросклероза. 
ишемической болезни, опухолей. 

Гемохроматоз и болезиь Вильсопа—Коновалова увеличивают риск рака печени из-за накоп- 
ления мутаита р53. В нашей сгране в последнее время рост заболеваемости вторичным темохро- 
матозом связан с употреблением наркотиков. алкоголизмом. увеличением числа гсмотрансфузий 
и повсеместным употреблением напитков и пролуктов питания в металлической упаковке. 

Гемохроматоз — генетическое нарушение. характеризуюнюеся аномально высоким содер- 
жанием железа в клетках слизистой оболочки кишечника, накоплением его в тканях печени. 
сердна. полжелулочной желсзы и приволяшее к их повреждениям. К генсрализованным фор- 
мам силсрозов относятся наследственные и вторичные гемохроматозы. вызывающие гепато- 
мы. рак поджелудочной железы, лимфомы. Илентифицированы 4 типа гемохроматозов. Тнпы 
1— ПЕ прелставляют собой аутосомно-репессивные парушения. [У тип наследуется доминап- 
тно. Гемохроматоз ІУ типа — это аутосомно-ломипантная форма повышенного содержания 
железа из-за мутаций в гене У С40АІ. кодирующем белок для экспорта железа — ферропоргии 
{ЕРМП). Голотрансферрии связывается с трапсферриновым ренептором (ТП) на поверхности 
клетки. Компяске располагастся па выстланных клатрином углублениях, которые инвагиниру- 
ются внутрь клетки. инииияруя эндоиитоз. После формирования спениализированной эндосо- 
мы при помоши иротонной помпы происхолит анилификация ее солержимого, что приводит к 
изменению конформации белков и обусловливает освобождение железа из трансферрина. Эти 
же процессы активизируст переносчик двухвалентных металлов (ОМТ). при помоши которого 
железо покидает энлосому и выхолит в инюйлазму. Апочрансферрии вместе с трапсферрипо- 
вым рецентором возвращастся на поверхность клетки, гле в нейтральной среле происхолит их 
диссоциания. Далее цикл повторястся. В большинстве клеток железо занасастся в виде ферри- 
тина и гемосилерина (рис. 8-39). 

К настоящему времени идентифинированы железоотвечающие элементы (І КЕ — ігоп гезропе 
сістсп), регулирующие метаболизм железа как в норме. так п при патологии. Эти структуры 
нахолятся в мРНК и регулируют трансляцию мРИК трансферринового рецептора на пост- 
транскриициониом уровне. Когла виутриклеточная копиентрация железа достаточно высокая. 
образуются комплексы Ее (Н) — [ВР (железосвязывающий белок), которые не соединяются с 
1ВЕ, что псстабилизируст мРНК трансферринового рецептора. Снижение экспрессии рецепто- 
ров к трапсферрину на клеточной поверхности ограинчиваст поступление железа. Олнако эта 
молель действуст только в диапазоне адаптзционных возможностей организма (рис. 8-40). 
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Рис. 8-39. Трансферриновый пикл 
(рисунок М. Литвиновой. 2006). 
ҒР№І — ферропортин 1; НЕЕ — ген 
наследственного гемохроматоза. 


1ВЕ-ВР | Низкая концентрация Ре ВЕ ВР 
БЫЦЬ ЗОТ 
Ферритин Трансферриновый рецептор 
Ферропортин Переносчик двухвалентных металлов ОМТ1 
Блок трансляции мРНК Стабилизация трансляции мРНК 


ІКЕ-ВР | 


~ Р яль 
(#9 Высокая концентрация Ғе (ғе- 


Рис. 8-40. Схема взаимолействия железочуветвительного элемсита и железосвязывающего белка. Регуля- 
ция трансляции мРИК ферритина. персиосчика авухваленгиого железа ОМТІ. рецептора трансферрииа 
и ферропортина в условиях низкой и высокой кониентраиии железа внутри клетки. Пояснение в тексте 
(рисунок М. Литвиновой. 2005). 
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В условиях низкой концентрации железа внугри клетки железосвязывающий протсин (И Е- 
ВР) взаимолействует с железочувствительным элементом (КЕ) мРНК на 5’ (5'ЦТК)- или 3' 
(ОТВ) -нетранслируемом участке. При этом 1ВЕ ферритина и ферропортина находятся на 
ОТК. а 1КЕ трансферринового рецептора и двухвалентного переносчика металлов ДМТІ — 
на “ОТК. Связывание 1ВЕ-ВР с 1ВЕ на ОТЕ ведет к блоку трансляции мРНК. связыванне 
на ОТВ — к ее стабилизации. В условиях высокой концентрации железа взанмодействие Ре 
с [ВЕ-ВР препятствует контактнрованию последнего с 1ВЕ. что соответственно дает противо- 
положный эффект. 

Железо — эссенниальный элемент. С другой стороны, ионы Ее“ как инлукторы ПОЛ про- 
вопируют разрывы ДНК, участвуют в мутагенезе и каниерогенсзе. Железо т уіхо находнтся 
в виле комплексов в составе трансферрина, лактоферрина и ферритина, которые обрывают 
цепь дальнейших реакиий повреждения генома. Согяасно литературным и собственным эк- 
стериментальным данным. органические комплексы железа стабилизируют геном. однако в 
ионизированном состоянии этот элемент может вызывать поврежление ДИК н провопировать 
смерть клетки. Как известио (см. гл. 3.2) существует два пути токсического действия суперок- 
сил-аннон-раликала О’: через нераликальные продукты (ОХОО и Н,О,) и раликалы (`МО,, 
СО’ и НО). Во вгором случас о; бурно реагирует с `МО. который синтезируется МО-синтазой 
:МО5). образуя пероксипитрит (ОМОО`). МО — важнейший нейромедиатор и межклеточный 
посредник — «лвуликий Янус». влияющий на биологические процессы как цитопатогеиный. 
так и цитопротективный агент. Главными источниками "МО и организме служат эндотелий. 
нервная и лимфоидная ткани. В обмене микроэлементов (железо. цинк, селен) также прини- 
мает участие эндотелий. ` МЖО имеет короткий период иолураспада и быстро инактивируется 
при контакте с гемовым железом (цитохромы. гемоглобин и тд.). Цинк. никель, свинец и 
ртуть служат потенциальными молуляторамн синтеза "МО посредством фермента МО-синтазы. 
ХО участвуст в деструкнин и метаболизме Ре-. Со-, Мп-. 2п-содержацих ферментов. Имен- 
но благодаря способности ‘МО ниактивировать Ре-содержащие ферменты происходят гибель 
молекул цитохромов. каталазы. гемоглобина. а также инлукция апоптоза в клетках, кде повы- 
шастся уровень свободного, нехелатированного железа. 

Таким образом. в стареющих клетках с дестабилизированным пулом эндогенных металлов — 
железа. меди, пинка — происходит усиление процессов ПОЛ и синтеза ` МО. что приводит к 
апоптозу клетки. МО-зависимый апоптоз происходит наиболее активно при дефиците Си.Хи- 
зависимой супероксидлисмутазы (СОД). Практические врачи не раз огмечали, что назначе- 
ние витамина В,, (Со-содержаший витамин) при сепсисе позволяет значительно уменьшить 
деструктиитые изменения в июконых органах. Это можно объяснить конкурирующим лигаи- 
лообменным процессом межлу иопами Со?°. Ге? и `МО. Витамин В,., связывая избыточное 
количество пролуцируемого макрофагами и моношипами `МО. образует 'инрозокобаламин. 
который не имеет побочных эффектов селективных ингибиторов МО-синтазы. Даже умерен- 
ный дефицит или избыток микроэлементов может повлиять на пронессы репопулянии клеток 
и аноптоза. Самоубийство клетки также вызывает лемопгаж внутриклеточных камер. или ком- 
нартментов, где находились микроэлеменгы. поэтому соседние клетки сталкиваются с про- 
блемой использования и накоиления эгих элементов. Таким образом, апоптоз можег вносить 
вклад во впутриклеточное накопление или потерю микроэлементов. 

Восстановление баланса МЭ — очень трудная задача, решить которую можно лалеко ие 
восгда с помошью восполнения дефицита или выведения избытка микроэлементов. 

В табл. 8-32 и 8-33 представлены погребность. биологическая функния и нарушения обмена 
микроэлементов в организме человека (подробнее см. гл. 8.5.3). 

Миллнарлы людей страдают заболевапиями. связанными с дефицитом макро- и микрозлс- 
ментов (ем. гл. 8.5.3). Можно ли корректировать элементный статус человека? В пастояшсе 
премя большое внимание уделяется борьбе с лефицитом в организме отдельных микроэлемен- 
тов. в первую очередь йола. селена, пинка и железа. Усвоение Ге контролируется олновремен- 
по несколькими элементами: Са. Г. 1,. Хп, Си. Со, Ѕс. Если нет генетически обусловасниых 
наруиений сиитеза железосодержаших белков. вызвать дсфипит железа сложно (рис. 8-41). 
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Таблица 8-32. Потребность в микроэасментах и их биологическая функция (по данным отечественных и 
зарубежных исслелователсй)* 


Эжмел Ерга Пскоторыс биологичес- Металлопрогсивы 
Класс фермента нли Иримеры 
чин белка 
Железо 61—30. 13.9—5 ‘Грансиорт кислорола | Гемсолержашие белки. | Цитохромоксилаза 
окснлорслуктазы 
Циик 12—15 ‚3—2. Сиитез и распад Трансферазы. гидрола- | РНК-полимеразы ал- 
нукленноных кислог |зы, лиазы. изомеразы. | когольлетилрогенази, 
и белков. меиболизм }лигазы, оксилорсдук- }репспторы глюжокор- 
этапола тазы. фикторы транс- | тикондон 
криниии 
Мсль 24)--3.5 Синтез гемоглобниа, |Оксидорсдукта ил Супероксиллисму- 


обменные пронсссы в 
соецинительной ткани. 
рост и развитие кост- 
ной тканин 


Кобальт 0.02—0.05 Метаболизм метио- Траисферазы Метионипсннтаза 
пина 


таза. перулоилазмии 
{ферроксилаза}. амн- 
пооксидаза 


Маргапен 0.012 —0.02 |1Окислительное фосфо- | Оксилорелуктазы. Плацентапизя амнно- 
рилирование: мстабо- | гилролазы, лигазы оксняаза, пируваткар- 
лизм жирных кислот. боксилаза 
Еликозаминорляканов 
н холестерина 

Молибден |0.075—0.25 | 0.070 Метаболизм кезитинов | Оксидоредуктазы Ксантипоксилиза 


Селс 0.02—0.07 |0.019—0.015 | Антиоксичант Оксилорслуктазы. 


трансферазы 


Глутатнон-пероксн- 
лаза 


Никель 0.4-0.2 Стабилизапия структу- | Оксипорелуктазы. Урелза 
ры РНК тилроззы 
Хром Связынание инсулина 


клетками. метаболизм 
глюкозы 


* Потребность залисит от возраста и физиологического состояния организма (например. нзмскястся при беременности) 


Таблнна 8-33. Нарушения обмена некоторых микроэлементов 


Анемия и се многочисленные проявления 


Избыток“ 


Микро- 
элемент 


Гемохроматоз. печеночиая ислостаточнасгь, 
сахарный лиабст. агрофия яичек. артрит, 
ресгриктивная кардиомиопатия, иейрона- 
тия, гиисрингментация 


Цинк Залержка психомоторного развития у детей. 
влюнспия. дерматит. поражсиис иммупной 
системы. атрофия половых желез. нарушения 
сперматогенеза. разаражитсльность. ленрес- 
сия. пороки ралвития плола и др. 


Тошнота, рвота. язва желудка. паикрсалит, 
сопливость. анемия, дихорацка, лыхагель- 
ные расстройства, писвмосклероз 


Анемия. задержка психомоторного разви- 
зия у детей. лефект кератина и нарушение 
пигментации волос. гипотермия. рассланваю- 
шля аневризма аорты вследствие нарушения 
синтеза эластина, психические расстройства. 
поражение костной ткани. наследственные 
заболевания (болезнь Вильсона—Коновалова, 
м Менксса и лр.) 


Гепатит. цирроз печени, тремор. психичес- 
кие расстройства. кольца Кайзера—Флей- 
шера. гемолитическая анемия. нарушение 
функини почек (синаром Фанкони) 
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Окончание табл. 8-33 


Марганеи | Диабет. нечувствительный к инсулину. гипо- | Паркинеонизм. энцефалопатия. психозы. 
холестеринсмия. пневмокониоз 
Кобальт |Дефииит витамниз В,, Дилатацнонная кардиомиопатия. 306. єбо- 
лезпь любителей пива» 


Молиб- Рик пииюевола. ксаитннурия Гинерурикемня. артрозы. анемия 
леп 


Хром Нарушсине толерантности к глюкозе Почечиля недостаточность. аллергический 
контактный лерматит (при контакте с ие- 
ментним раствором. содержащим хроматы). 
рак легкого 


Селен Поражение миокарда, сердечная педостаточ- |Алопсиия. поражение ногтей. эмоциональная 
ность, мпопатия. ферментонатин лабильность, вялость, запах чеснока изо рта 


Аллергический контаюный дерматит. ост- 
рая юзинофильная пиевмония. гепатит. рак 
легкого. рак прилаточных пазух и полости 
носа 
Кремний |Парушение развития опорно-днигительного  |Силикоз 

аппарата 


Флор Нарушение структуры костиой ткани и зубов |Флююроз; слабость, потеря массы тела. ане- 
мия. обызнествление связок и сухожилий. 
хрупкость костей. пятпистос поражение 
эмали 


Никель 


* Симитомы зависят от пути пволеиня и распределения в биожилкостях и тканях. 
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Гис. 8.41. Схема взаимодействия основных компонентов системы регуляции обмсиа железа. Поясиения 
в тексте (рисунок М. Литпииовой, 2005). 
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Активность ферропортина регулируется влиянием гормоноподобного белка гепсидина, вы- 
зываюнего сго интериализацию н лизосомную дегралацпию. При пормальном фуикинониро- 
вании системы регуляции угнетение ферропортина приводит к повышению коннентраиия же- 
леза внутри клетки. Находясь в избытке в пелифференцироваиной клетке крииты кишечника. 
железо связывастся с ІЕР, что велет к блоку траисляции ОМТІ эинтероцита вореники. Послед- 
нее уменьшает абсорбцию Ғе пиши в тонкой кишке. При генетическом нарушении метабо- 
лизма железа происходит его усиленное всасывание из пищи, накопление в парепхиматозных 
органах, что приволит к повреждению последних и развитию наслелствениого гемохроматоза. 
Поэтому чтобы восстанавливать пониженное содержание железа, надо знать причину его пе- 
фицита. Длительный прием препаратов можег только ухулшигь ситуацию. «Борьба». например. 
с дефицитом Йола при нелостатке селена в окружающей среле и пише человека бессмысленна 
из-за исусвояемости в этом случае йола. Кроме гого. возникает опасность взаимодействия из- 
бытка йода с другими микроэлементами: подавляется усвоение селена. железа, цинка и каль- 
ция. нарушается их метаболизм. что неминуемо приведет к полимикроэлементозу. Учитывая 
болыную токсичность нопной формы селена и его антагонизм (подавление усвоения) с йодом. 
фтором, пинком, кальцием и железом, бссконтрольный прием препаратов селена может нанес- 
ти значительный ушерб здоровью. 

Закономерности токсикокинетики рассмотрены в главе 4 и булуг обсуждены ниже (см. 
ғл. 8.5.3) при изложении химико-токсикологичсских характеристик отдельных элемситов. 


Механизмы токсичности 


Как микроэлементы воздействуют па клетку? В организме реализуются многие пути. папри- 
мср действие на специфические рецепторы и мембраны клеток, влияние на актииность фер- 
ментов, гормонов. белков-переносчиков. продукцию иммупоглобулинов. на процессы апоптоза, 
хемотаксиса, адгезии, фагоцитоза. участие и формировапии иммупологической памяти и лр. 

Транспорт металлов в организме происходит в основном в виде их комплексов с белка- 
ми: трансферрина, транскупрсипа, трансманганина, пикелеплазмина. мегаллотионеина н лр. 
Послс присоединения к белку металл (например. калмий-металлотнонсии) поступает в клетку 
путем энлоци гоза. Другие металлы (например. свинец) могут абсорбироваться пассивной лиф- 
фузией. 

Молекулярными иишенями воздействия ионных или атомных форм металлов служат: 
гемсолержатие белки и ферменты: 

системы пероксилного и своболиорадикальюго окисления липидов и бслков; 
системы антиоксидантной защиты: 

ферменты трапспорта электронов и синтеза АТФ: 

белки клеточных мембран и ионные каналы мембран. 


Факторы, влияющие на токсичность металлов: 


способность токсиканта конкурентно изаимодействовать с эссенциальными элементами; 

способность к образованию мсталл-белковых комплексов с различными кипстичсскими и 

гермодинамическими характеристиками: 

возможность длительного возлействия на структуру-мишепнь; 

наличие различных химических форм металла; 

состояние иммунного статуса организма. 

Токсические эффекты мсталлов обусловлены несколькими механизмами действия. 

1. Ионы многих металлов образуют прочные комилексы с аминокислотами и другими бно- 
молекулами, содержащими тио-(Н$-) или алкиятиогруппировки (В$-). Ряд металлов имеет 
значительную аффинность к сульфгилрильным группам (5Н) белков. Большинство ферментов 
ингибирустся металлами, огносяшимися к группе реагентов на $Н-грулпы, или тиоловых ядов. 
УН-группы как сильные нуклеофилы отличаются высокой реакционной способностью, что 
обусловлено значительной ноляризуемостью агома серы. Тиоэфирные и длисульфидные группы 
вступают в не столь разнообразные реакции. как 5Н-группа. Устойчивость -$-$-связей при 
физиологических значениях рН соответствует их основной функпии — участню в стабилиза- 
ции макромолекулярной структуры белков. Дисульфилные группы в активных центрах окисли- 
тельных ферментов подвергаются обратимому преврашению в $Н-группы при взаимодействии 
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с субстратами и участвуют в каталитических рсакпиях. Белки часто являются мишенями лля 
металлов. Формированнем ковалентных связей с этими группами металлы могут ингибировать 
активность ферментов или нарушить целостность клеточных мембран. Послелнее подтверж- 
дастся признаками дестабилизации липопротеиновых комплексов. происходящей за счет кон- 
формапионной перестройки апопротеиновой части комплексов из-за блокирования 5Н-групп. 
Например. эффект мимикрии: комплекс. образусмый ртутью и цистенном. имитирует амино- 
кислоту метпонин. псобходимую лля биосинтеза адреналина и холина. 

2. Копкурсиция и замешение эссеициальных катионов. Замена металлов в мстанлсодержа- 
щих биокомплексах вызывает изменение их биологической активности. 

Например, свинец, замешая пинк в пинкзависимом ферменте легилратазе 5-аминолевулс- 
повой кислоты (ЛІА-0). ингибирует синтез гема — важного компонента гемоглобина и гемсо- 
держаших ферментов. таких, как пигохромы. 

Иногла связывание металла с ферментом велст к активации послелнего (например. актива- 
ния калмием урсазы). Урсаза катализирует гидролитическое расшеплепие мочевины на аммиак 
и углекислый газ. Каждая молекула уреазы связана с 2 атомами никеля. Не исключено. что 
пикель в уреазе играет лу же роль. что и циик в карбоксниентилазе. При интоксикации кал- 
мием наблюдается его синергизм с пикелем. Кадмий, образуя координаниониое соелинение 
с аммиаком, сдвигает равновесие реакции вправо. что приводит к активации уреазы. Кроме 
гого. калмий. замешая и высвобожляя иопы никеля, способствует работе других ферментов. 
катализируюших гипролиз глутамина с образованием аммиака. который может проявлять ней- 
ротокснческое лействие. 

3. Нарушение синтеза ңитохрома Р450, ответственного за биотрансформапию токсикантов 
и энлогенных биологически активных вешеств: гормонов. витаминов. холестерина и лр. Это 
приводит к накоплению органических токсикантов в тканях или нарушению синтеза или ак- 
тивности эндогенных метаболитов природных веществ (см. гл. 4). 

Известны и селсктивные механизмы токсического действия элементов в определенных хн- 
мических формах. 

Арсенат-ион АО,“ подобен фосфат-иону по размеру и структуре. Арсенат может замещать 
фосфат во вссх фосфоролитических реакниях. например в реакпии расшенления гликогена, 
катализируемой гликогенфосфорилазой. Однако эфиры мышьяковой кислоты менее устойчи- 
вы. Промежуточный пролукт глюкозо-1-арсенат быстро гидролизустся с образованием глюко- 
зы (ареенолиз) и вместо фосфата появляется арсенат. т.е. процесе нс ирскрашастся. но АТФ пе 
образустся (арсенат ралобшает процессы окисления и фосфорилирования). 

Токсичные металлы могут нарушать структуру и функции ряда органелл. Напримср. могут 
ингибировать ферменты, связанные с эндоплазматическим ретикуломом. ферменты лыхатель- 
ной цепи в митохондриях. аккумулироваться в лизосомах. а в ядрах могут образовывать вклю- 
чения. У наркоманов. использующих эфелрои. обпаружено (методом компьютерной томогра- 
фии) отложение МпО, в некоторых структурах головного мозга. Это приводит к необратимым 
последствиям. 

Поскольку мужские и женские репродуктивные органы находятся пой сложным нейроэн- 
докринным и гормональным контролем. то любой токсикант. ваняюший на эти пронессы. 
способен повлиять также и на репролуктивную функцию. Олнако металлы могут и селективно 
возлействовать на репролуктивные органы. Известно, что калмий поражает яички в результате 
острого отравления. а аккумулирование свинца в янчках связывают с аегенерацией последних. 
ингибированием сперматогенеза и атрофии клеток Лейлига. 

В оренизме человека при отравлении металлами пролупируются метаболиты белковой при- 
ролы, которые связывают. инактивируют и экскретируют токсикаиты. Лиюпрожины внутри 
почечных лизосом. по-вилимому, функинопируют именно таким образом. т.е. обеспечивают 
зашиту почек. которые особенно подвержены повреждению металлами. Неспецифическое свя- 
зывапие с белками, например с сывороточным альбумином и темоглобином, играст важную 
роль в процессах транспорта металлов в кровеносном русле и распределения металлов между 
эритроцитами н плазмой. Белки со спеиифичсскими металлсвязываюшими свойствами участ- 
вуют в транспорте металлов в клетку. Мсталлотионсины — класс серосодержаниих металясвязы- 
вающих белков. продукция которых значительно усиливается в ответ па поступление кадмия, 
ртути. пинка. меди и искоторых лругих металлов (см. 6.4.3, рис. 6-135). Металлотиоиеин — 
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низкомолскулярный мегаллевязывающий белок (молекулярная масса приблизительно 7000 Д), 
состоящий из 61 аминокислотного остатка. 

Токсичность металлов. прежде всего кадмия, свинца и ртути, зависит от их внутриклеточ- 
ной бподоступности и частично регулирустся специфическим связыванием е лигандами — 
некоторыми иитозольными белками. которые сопержат мпогочисяеиные 5Н-цеитры. Белки, 
обладающие такими цепнграми, конкурируюг с другими виутриклеточными белками и обес- 
печивают таким образом внутриклеточную биодоступность металла. Внутриклеточные соеди- 
нения способны удалять токсичные металлы из чувствительных органсал ло тех пор, пока их 
связывающую способность ис превысит лоза токсиканта. При этом в печени происхолит ин- 
дупируемый рядом факторов синтез металлотионеинов. К. таким факторам огносятся экзо- и 
энлотоксины, образующиеся при инфекционных процессах. повышение концентрации нонов 
определенных металлов. гополание. стресс. физическая нагрузка. ланаротомия и лр. Например. 
в экспериментах 1п ум№о экспозиция кадмисм приводит к синтезу металлотионеннов в печени 
и образованию кадмий-металлотионеннового комплекса, который можно обнаружить в крово- 
токе доступными методами (см. электронное приложение). 

В биотрансформации металлорганических сосдинений не менее важна детоксипирующая 
функция других белков и гликопротеинов. Сушествуюший в восстановленной и окнсленпой 
Формах трипептид глугатнон ответствен за перенос аминокислот через клеточные мембраны 
(см. гл. 4). Весьма разнообразные функции глутатиона выполняются при участии 5Н-группы. 
Глутатион защищает $Н-группы внутриклеточных ферментов ог окисления, блокирования мс- 
таллами и другими зоксикантами, участвуст в устранении АФК и продуклов ПОЛ. В частности, 
восстановление Н,О, и перекисей липидов (в основном) катализирустся селенсодержащей глу- 
татионпероксидазой. Трансферрин — гликопротеин. связывающий ббльшую часть плазменно- 
го железа. Трансмембранный транспорт железа осуществляется трансферрином по принципу 
эндоцитоза. Этот же белок может транспортировать алюминий и марганец. Ферритин — бс- 
лок, осуществляющий хранение железа в ретикулоэндотелиальных клетках печени, селезенки и 
костной тканн — может функционировать как детоксикант, гак как связывает многие токсич- 
ные металлы, включая калмий. цинк, бериллий. алюминий (см. рис. 6-135). Церулоплазмин — 
медьсодержащая гликопротсиноксидаза, окисляющая железо (1) в железо (1). которое затем 
связывается с трансферрином, — усиливает поглошсние и накопление железа. 

Однако металлы могут проникать внутрь клеток пе только в виде комнлексов с эндогенны- 
ми лигандами. но и по ионным каналам (например. кальций). Ролгрик Мак Киннон улостоен 
Нобелевской премии в 2003 г. за открытие ионных каналов. В 1998 г. ученый смог определить 
пространственную структуру калиевого канала. Существует 5 основных типов ионных каналов. 
проводяших ионы кальция. натрия. хлора. калия и неспецифические. Наиболее важны два 
типа ионных каналов — с потенциалзависимыми воротами. необходимые лля распространения 
потенциала действия, и с лигандзависимыми воротами, когорые превращают висклеточиыс 
химические сигналы в электрические и необходимы для функционирования синапсов (см. 
гл. 2.2). На открытие и закрытие ионных каналов, изменяющих расирелеление зарядов и из- 
меняюших мембранный потенциал, влияют эндогенные и экзогенные (лекарства или другис 
токсиканты) биологически активные вещества и их метаболиты (рис. 8-42). 

Наиболее распространены фосфатные и сульфатные транспортеры ионов металлов. Сущес- 
твуют сше ванадатные и арсенатные транспортеры. структурно схожие с фосфатными, а так- 
же хроматные. молибдатные и селсновыс, сходные с сульфатными. Некоторые переносчики 
транспортируют ионы металлов в виде сослинений с аминокислотами, пептидами и углево- 
лами. Например, определенные клетки способпы поглощать медь только в виде комплексов с 
гисгидином. Еше одним видом транспоргеров двухвалентиых металлов являются так называ- 
емые АТФ-зависимыс номпы. 

Токсическос действие тиоловых ядов, связанное со спепифическими особенностями по- 
ражаемых ими белковых систем, проявляется по-разному. Например. кадмий угнетаст синтез 
гликогена в печени, вызывая гипергликемию, парушает фосфорно-кальпиевый обмен, вме- 
шивается в обмен ряда микроэлементов: Хп. Си, Ее. Мп. $е. Па токсичность Са влияет со- 
держание в пищевом рационе белка. витаминов С и О. Острую токсичность МЕ’ связывают 
с образованием продуктов ПОЛ. Известно влияние хрома на углеводный обмен. Действие 
металлов, вызывающих окислительный стресс, сопровождается нарушениями глутатионзави- 
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симого баланса тполы/дисульфилы и усилени- 
см ПОЛ мембран. Однако это ведег к наруше- 
нию гомеостаза Са?” за счет локализоваиного 
в клеточных мембранах пула этого мона (см. 
гл. 3). Ионы Нь. Си", СФ’, РЫ", 7л?. об- 
ладаюшне высоким сродством к ЗН-групнам 
и способные действовать на фуикцин ЗН-со- 
держащих белков, при окнслительном стрессе 
стимулируют выход Са?“ через ионные капалы 
в различных биосистемах, дезорганизуют сго 
гомеостаз м через этот механизм ингибируют 
Са-. Ма-содержащие ферменты. нарушая тсм 
амым митохонлриальные функции клеток 
различных организмов (рис. 8-43). 

Острая токсичность вызывается относи- 
тельно высокими дозами металла за короткий 
период времени. Продолжительность после 
первичного воздействия до проявления кли- 
нических симигомов обычно небольшая. по- 
рядка от нескольких часов до нескольких дней. 
В силу (в основном) разрушаюиюго действия 
ма клегочные мембраны мегаллы могут дать 
различные локализованные эффекты в месте 
первичного коитакга. Обычные симптомы ос- 
трого отравления мегаллом после нерорально- 
го пути воздействия включают тошноту. рвоту. 
повреждения слизистой оболочки кишечника 
и всего ЖКТ. Ингаляционное воздействие со- 
единений металлов часто приводит к раздра- 
жснию в верхних дыхательных путях, кашлю 
или одышке. а также повреждению легких п 
эпителия рссмираторного тракта. Воздействие 
на кожу можег привести к локальной сыпи и 
раздражению кожи или изменению ее ивета 
(см. тл. 8.5.3). 

Некоторые металлы оказывают направлен- 
нос токсическое воздействие. Высокий уро- 


вень свиппиа приводит к серьезным неврологическим нарушсинем. 
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Рис. 8-42. Схсма лействия Ма” ионного канала на 


примере введения местных пиестетиков. 


включая КОНВУЛЬСНИ или 


кому. а также нарушения тематопоэтической системы. в особенности пролукцин гема (см. 
гл. 8.5.4). Интоксикация свинцом может привести к трудностям в обучаемости. нарушениям 
поведения, перевозбужденности или летаргии и атаксии. 
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Токсические эффекты острого отравления ртутью варьируют в зависимости от формы мс- 
талла, приесутствующей в организме. Воздействие больших количеств паров элементной ргути 
или метилртути скорее всего окажет большее воздействие па ЦНС. чем нсоргапическне соли 
ртути. в силу различий прохожления через гематоэнцефалический барьер. Метилртуть из-за 
липофильной природы легко преодолевает его, в отличие от неорганической ртути. Пары элс- 
ментной ртути способны пропикать через мембраны клеток. Хроническое воздействие ртути 
вызывает перевозбужление и даже психоз. Оп был опрелелсн как «синдром спятившего шляп- 
ника», так как в ХИХ веке наблюдался у изготовителей шляп. которые подвергались возлейс- 
лвию нитрата ртути в процессе произволства. Даже есть английская поговорка «безумен как 
шляпник». 

Рял металлов лепонируегся в тканях на ллительный псриол. Например. свинец может за- 
мешать кальций в растущей кости ребеика, что провоцирует долгосрочное отложение свинца 
и послелующее медлениое его высвобождение этого металла. Долгое время у пострадавшего 
булут наблюдаться серьезные токсические симптомы, несмотря на прекрашения воздействия 
токсиканта. 

Повреждение и снижение фупкции исчени и почек — типичный результат хронического 
воздействия многих металлов, по-видимому, в силу роли этих органов в копцегриронании, 
дстоксикации и экскреции токсикантов. Дегенерация слизистой оболочки и ингибирование 
почечных и печеночных ферментов — обычный результат хропичсского избыточного воздейс- 
твия металлов. Хропичсские отравления свинцом, ртутью и кадмисм всегда связаны с повреж- 
дением почки, а хроническое воздействие меди вызываст повреждение печени. 

Наиболее восприимчивы к действию мсталлов дети и пожилые люди. Дети потребляют 
больше калорий на единицу массы, поэтому важный путь поступления металлов — именно 
с пищей. Кроме того, ЖКТ детей легко пронииаем для болынииства металлов. особенно для 
свинца. Из-за процессов активного клеточного деления организм ребенка более чувствителен к 
тенотоксическим зхрфектам металлов. Врелные привычки усиливают проявление токсичности 
ряда металлов. Так. сигаретный дым содержит кадмий и стронций. Оба элемента благодаря 
своим физико-химическим свойствам могут занять место кальция в кристаллической решетке 
осповиого минерала кости — апатите. Поскольку размер иона калмия меньше, а стронция 
больше, чем кальция, кость разрыхляется и наблюдаются известные признаки остеопороза. 
Прием алкоголя значительно уменьшает биолостунность или усиливает экскрецию эссении- 
апьных металлов. 

Современное увлечение разнообразными морепродуктами и тезис «чем мсныше они тер- 
мически обрабоганы, гем лучше» подлежат сомнению. По ланным ЕОА (США). в свежем и 
морожсном тунце должно содержатся менее 0,383 ртути. Тунеи является одним из наиболее 
распространенных комнонснтов суши, причем предночтсние отдастся болсе старым и круниым 
экземплярам. Между тем рыбы. которые живут дольше. с возрастом накапливают больше рту- 
ти и поэтому представляют наибольшую опасность. Напротив креветки и пососсвые, когорые 
живут отиосительно недолго. практически не накапливают ртуть. По данным специалистов. 
срелней уровень ртути в суши составляст 0.72195. что почги в 2 разз выше допустимого. 
Наибольшую опасность ртуть представляет для беременных женшии и детей. Метилртуть, со- 
пержащаяся в рыбе. нарушает развитие нервной системы плода и нарушаст развитие мозга у 
летей. Последствиями его употребления у летей могут быть снижение интеллекта. двигатель- 
ные расстройства, снижение остроты зрения и слуха. У взрослых людей воздействие иизких доз 
метилртути приводит к усилению неврологических парушений, увеличению риска серлечио- 
сосудистых и онкологических заболеваний. В настояшес время подобные предупреждения в 
США действуют в отношении королевской макрели, меч-рыбы. акулы и кафельиика (амадай). 
нередко содержащих повышенный уровень ртути. В России участились случаи хронического 
отравления ртутью и мышьяком, связанные с пишевым рационом. 

Иммунный статус организма особенно важен при воздействии металлов, вызывакицих ре- 
акции гиперчувствительности. Иммунные реакции провоцирует избыточное введение ртути. 
золота, платины. бериллия. хрома и никеля. В иммунный ответ может включаться любой тип 
реакции гиперчувствительности. 

Канцерогенность. Бериллий. кадмий. хром (в степени окисления +6). мышьяк и нското- 
рые сослинения никеля оказывают канцероенное действие на людей и эксперименлальных 
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животных при ингаляционном пути введения. Свинси является канцерогеном для животных, 
но не для людей. Другие металлы — мель. цинк и ртуть — не обнаруживают канцерогениый 
эффект. 

Способ введения металла весьма важен для проявления каниерогенного эффекта. Калмий 
и хром (в степени окисления +6) каниерогенны только при ингаляционном пути. а мышьяк и 
бериллий оказывают канцерогенное возлействие — при ингалянионном. пероральном и, может 
быть, лермальном путях поступления. 

Кажлый металл. облалаюший каниерогенными свойствами. по-вилимому. имеет упикаль- 
ный механизм действия при опрелеленных путях поступления. Хром (в степени окисления +6) 
восстанавливается в клетках до Сг" и образует прочные аддукты с ДНК и белками. Биологи- 
чески активные канцерогены — скорсе всего это промежуточные вещества. образующиеся при 
восстановлении хрома. Данные по токсикогенетике подтверждают гипотезу о том. что хром 
(в степени окисления +6) негенотоксичен рег ѕе. но что его генотоксичность опосредована 
внутриклсточным восстановлением хрома. Парадоксально. но Сг не индуцирует поврежденис 
ДНК, даже несмотря на то что связывается с ДНК т уйго и іп муо. Ионы никеля накаплина- 
ются в клетках, образуют АФК. которые, по мнению ряда исслелователсй. являются причиной 
генотоксического повреждения. связанного с каннерогенностью никеля. Мышьяк скорсе всего 
играет роль негенотоксичного непрямого канцерогена. ингибируюшего сталию починки ДНК 
(см. гл. 3.3). Ионы Со? индуцируют ПОЛ. подавляют репарацию ДНК и обладают комутаген- 
пыми с ионами №*, Рб*, Са” свойствами, запускают синтез противовоспалительного циго- 
кина ТМЕ-о, вызывающего апоптоз и некроз клеток-мишеней (см. гл. 3.2). 

Природные и антропогенные источники воздействия металлов. Метазлы в различных концен- 
трациях находятся в почве, осалочных поролах. на поверхности, в подземных водах и воздухс. 
Важнейшее неотъемлемое свойство металлов — их устойчивость. Они осаждаются на поверх- 
ности земли из воздуха, ухолят из почвы и воды в растения. передаются по пищевой цепочке 
при употреблении в пишу и биоаккумулируются. вновь выводятся в окружающую среду пос- 
релством экскреиии и разложения мертвых организмов. В мобилизации. трансформацин и 
транспорте соединений металлов в окружающей среле, кроме естественных биогеохимических 
никлов. большую роль играют люди. Человеческая леятельность может увсличивать скорость 
перемешения металлов. созлавать новыс соединения, сильно изменять распрелеленис металлов 
по земле. воде и атмосфере. Горное дело. земляные работы. строительство и производство — 
все они удаляют металлы из мест их естественного пребывания и могут усилить воздействие 
на человека. Люли часто нолвергаются воздействию опасных уровней соединений металлов в 
условиях окружающей среды посредством изменения естественных биогеохимических пиклов. 
Например. прекрашение использования тстраэтилевинца как добавки к бензину сушественно 
снизило влияние ингаляционного пути его воздействия, а также содержание свиниа в почве. Но 
применение красок на осиовс свинца и припайки свинцом труб в водопроводе для транспорта 
питьевой воды поддерживает уровень воздействия свиниа выше, чем фоновый. Сослиненис 
марганиа (метилииклопентадиенил марганца трикарбонил) использовалось в США как анти- 
детонирующая добавка вместо тетраэтилсвинца к бензину. но оно также вызывало серьезный 
токсический эффект. Люди. живушие около зон с отходами, шахт или плавилен. подвергаются 
большим. чем фоновые, уровням воздействия металлов в воздухе, питьевой воде и почве. 

К сожалению. вновь приходится вспоминать о научной аптаркии. Информания о роли и 
значении микроэлементов для организма человека. получаемая исследователями: химиками. 
биологами, медиками — пока еше малодоступна практикуюшим врачам. Так. высокий уро- 
вень антропогенной нагрузки на систему мать—плол приволит к дисбалансу микроэлементов 
в биосрелах фетоплацентарного комплекса. На основании определения содержания микроэле- 
ментов в почве и питьевой воле на территории районов с различной степенью антропогенного 
загрязнения и уровня накопления микроэлементов в планеите и крови илода были выявлены 
приоритетные территориальные экотоксиканты лля биосред фетопланентарного комплекса. 
Например. в России почвы Ярославской, Ивановской и сопредельных с ними северных об- 
ластей крайне бедны йолом. селеном. железом, а почвы Курской, западной части Московской 
области вссьма насыщены железом. Снособные к активному комплексообразованию металлы 
могут присутствовать в растительном лекарственном сырье в виде различных соединений с 
углеводами, алкалоидами, полифенолами и другими веществами. Однако по-прежнему как 


818 Глава 8 


самые безопасные лекарственные средства, булущим мамам рекомендуют растительные сборы. 
полный элементный состав которых. согласно действующим нормативным документам РФ, не 
контролирустся. 

Среди обшей популяции воздействие высоких уровней металлов обычно очень важно для 
работников тех отраслей индустрии, где металлы обычно используются. Возлействне в усло- 
виях производства некоторых металлов может быть связано со специфической отраслью про- 
мышленности (см. гл. 8.5.4). 

Восстановление баланса микроэлементов іп \\о может оказаться тем самым «маленьким 
ключом, которым можно открыть большой сунлук». гле хранягся реценты новых фармакоте- 
рапевтических способов лечения различных заболеваний. улучшения качества и увеличения 
прололжительности жизни при сохранном интеллекте. 

Получить достоверные и надежные результаты при массовых исследованиях можно в лабора- 
ториях. использующих совокупность чувствительных методов анализа, таких как масс-спектрос- 
копия с индуктивно-связанной плазмой (ИСП-МС). гамма-резонансная спектрометрия (ГРС). 
газовая хроматография с масс-спектрометрией (ГХ-МС) и др. (см. гл. 6). Значительное загряз- 
нение окружающей среды соединениями металлов оборачивается ростом генетических мутаций, 
раковых, сердечно-сосудистых и профессиональных заболеваний, отравлений. дерматозов. сни- 
жением иммунитета и связанных с этим болезней. К сожалению, в РФ нет четких указаний на 
обязательность элементного анализа при медико-диагнюстических исследованиях. Элементиая 
диагностика в медицине является важным инструментом в понимании первичных и вторичных 
взаимосвязей между изменениями содержания макро- и микроэлементов с иелью нонска и вы- 
бора рапиональной стратегии лечения многих заболеваний. Интенсивность и особенности реа- 
гирования организма на лисбаланс микроэлементов индивидуальны и связаны с генетическими 
механизмами МЛГ. Основная проблема в настояшее время заключается в выборе алгоритмов 
правильной интерпретации результатов количественного определения макро- и микроэлементов 
с учетом их соотношений, содержания клинически важных биомарксров, или молекулярных 
индикаторов элементного статуса, определения ноногснной илн координированной формы на- 
хождения микроэлементов в организме человека (см. электронное приложение). 

Элементный состав биожидкостей и тканей отражает суммарное содержание макро- и мик- 
роэлементов, включая их поступление из среды обитания. что позволяет использовать коли- 
чественные значения их уровней в клинико-токсикологической диагностике и судебно-хими- 
ческом анализе, практике сулебно-медицинской экспертизы техногенных катастроф. 

Развитие учения о микроэлементах всегда шло вслел за успехами в области аналитичес- 
кой химии. Мультилиспинлинарный подход к изучению взаимолействия микроэлементов с 
биоструктурами организма и современная аналитическая база позволяют систематизировать 
многочисленные экспериментальные данные, объединить их в понятие «микроэлементозы» 
(опрепеление введено акал. А.П. Авцыным) и считать разделом патологии, предметом которого 
является новый класс болезней человека с уже установленной этиологией, но с еше неясным 
натогенезом. 

В качестве объектов исследования для оцеики содержания элементов в биосрелах организма 
человека в настоящее время используют определение их концентрации в крови (сыворотке, 
плазме, цельной крови. эритроцитной массе). моче. волосах. Иногда определяют токсикант в 
выдыхаемом воздухе. Перечисленные обьекты используются при провелении судебно-хими- 
ческих экспертиз, экологических и клинических исследований, в профпатологии. Кроме этого, 
при проведении судебно-химических экспертиз для анализа используют печень. почки. желу- 
док с содержимым, вещественные доказательства и др. При выборе объекта исследования (по 
возможности) ориентируются на данные об информативности объекта: в каком из них содер- 
жание токсиканта наиболее соответствует наблюдаемым эффектам воздействия. Обязательно 
учитывают токсикокииетические параметры: в каком из биосубстратов концентрация предпо- 
лагаемого токсиканта может быть выше. Так. при изучении действия свиниа установлено. что 
в крови больше всего он концентрируется в эритроцитах и лишь 1—2% находится в плазме. 
Концентрация микроэлементов в плазме крови лалеко не всегда отражает их содержание в 
тканях. Определение уровня микроэлемеитов в тканях, папример биопсия печени. относится к 
инвазивным методам. Определение концентрации микроэлементов в клетках методом быстрых 
отпечатков, например в гранулоцитах, нельзя выполнить на рутинной аппаратуре и требует 
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больших затрат. Связь между эффектом и концентрацией металла-токсиканта в моче менее 
выражена или еще не установлена. Для того чтобы оценить содержание металла в организме 
в целом или отдельных органах, иногда используют математическое моделирование (см. гл. 
4). Имеющиеся ланные по оценке преимушеств и недостатков элементного анализа волос по- 
казывают. что солержание микроэлементов в волосах отражает элементный статус организма. 
Пробы волос являются интегральным показателем минерального обмена. а также архивным 
материалом в историческом биомониторинге. что при постоянном совершенствовании ана- 
литической базы открывает новые возможности для этого вида контроля уровня элементов в 
человеческом организме. Например. концентрация Сл в волосах снижается в течение первых 
3 лет жизни ребенка. концентрация Сг и $1 в некоторых тканях — на протяжении всей жизни. 
Волосы являются представительным объектом, по крайней мере при определении Хп. Си, Сг. 
РЬ, НЕ. Мп. $с. ТІ, Аз и некоторых других элементов (см. гл. 8.5.2 и 8.5.3). 

Изменение содержания элементов — кратковременное по экспозиции и значительное по 
степени отклонения — отражается в их концентрации в жидких срелах организма. Биожид- 
кости являются информативными объектами в первую очередь для клинической диагностики. 

Оценка элементного статуса человека производится либо путем прямого определения со- 
держания химических элементов в сго органах и тканях, либо косвенно путем определения ме- 
таболитов различных биохимических реакций и процессов, в которые вовлечены эти элементы. 
Главной задачей всегда является выбор наиболее полхолящих для исследования биомиркеров 
и методов анализа. Чтобы алекватно интерпретировать аналитические результаты определения 
микроэлементов необходимо выбрать характерную ткань. т.е. такую. которая отражала бы не- 
достаточное или избыточное воздействие окружающей среды (рис. 8-44). Для этого необходи- 
мы знания о токсикокинетике и механизме действия конкретного токсиканта (см. гл. 8.5.3). 

Основные методы определения элементов в биологических объектах рассмотрены в соот- 
ветствующих разделах главы 6. 

» Атомно-абсорбционная спектрофотометрия (пламенная ААС). см. гл. 6.4.2. 
е Атомно-абсорбционная спектрометрия с электротермической атомизацией (ЭТААС), см. 

гл. 6.4.2. 

е Оптическая эмиссионная спектрометрия с индукгивно связанной плазмой (ИСП-ОЭС). 

или плазменная атомно-эмиссионная спектрометрия (ИСП-АЭС), см. гл. 6.4.2. 


Рис. 8-44. Поступление, распрелеление и выведение соелинений металлов (а). 
Содержание свинид и селена в волосах детей Москвы поданным М.Г. Скальной и А.В. Скального (2004) (6). 
Метод определения элементов — ИСП-МС. 


820 Глава 8 


Масс-спектрометрия с инлуктивно-связанной плазмой (ИСП-МОС). см. гл. 6.4.2, 
Пламенная фотометрия. 

Рентгенофлюресиентная снсктрометрия. см. гл. 6.4.2. 

Нейтроноактивационный анализ. см. гл. 6.4.2. 

Гамма-резонансная сисктромегрия. см. гл. 6.4.2. 

Спектрофотометрический метод. см. гд. 6.4.2. 

Электрохимические метолы (иннерсионная вольтамперометрия. понометрия. полярография 
и др.), см. гл. 6.5. 

Хроматографические методы (ВЭЖХ. система ВЭЖХ-МС и др.). 

Иммунохимические (см. гл. 6.2.) и другие методы. 

Иммунохимическис методы ( ИФА и ПФИА) — новые технологии экспрсссного элементно- 
го анализа. Многие из перечисленных мстодов опрслеления элементов в биологических объек- 
тах уже нашли применение в криминалистических, клинико-токсикологических, клинических, 
судебно-химических. эколого-токсикологических лабораториях. практически полностью заме- 
нив химические методы определения металлов. 

Оценка влияния токсичных вешеств на здоровье населения. диагностика заболеваний че- 
ловека на ранних стадиях так или иначе связаны с парумением баланса макро- и микроэле- 
ментов. Становится очевидным, что для установления диагноза и назначения эффективного 
лечения современный практикующий врач должен иметь возможность оценить элементный 
статус пациента. К сожалению. метолы анализа, способные лать информацию о содержании 
микроэлементов в организме человека, либо нелостаточно чувствительны (спектрофотомет- 
рия), либо требуют специального дорогостоящего оборудования, которым оснашсиы только 
отдельные мелипинские центры (ИСП-МС). Используя возможности инверсионной вольтам- 
псрометрии. хропоамперометрии. пиклической вольтамперометрии. хронопотенииометрии, 
российские ученые разработали портативный прибор лля определения микроэлсментного со- 
става биологических жидкостей. электрохимические сенсоры. методики и алгоритмы для оцен- 
ки микроэлементного и иммунного статуса организма в режиме реального времени. Опытные 
образиы прибора проходят испытания в лабораторных и полевых условиях. 


8.5.2. Выбор биообъектов для элементного анализа 


В каждой естественной нвукс заключено столько истины. 
сколько в ней математики. 
И. Кант 


Определение малых концентраций химических элементов в различных объектах живой и 
нсживой нриролы возможно высокочувствительными инструментальными методами с исполь- 
зованием стандартных образцов сравнения для адекватной оценки нолученных результатов. 
Основные требования. предъявляемые к метолам. — сочетание низких пределов обнаружения, 
высокой чувствительности и сслективности. Для определения элемситов в биологических об- 
разцах все большее распространение в России получают методы ИСП-АЭС и ИСП-МС. кото- 
рые позволяют одновременно определить в олной пробе 60 и болсе макро-, микро- и ультра- 
микроэлементов. что очень важно для оценки взаимодействия элементов в организме человека 
(см. гл. 6.4.3). Высокая стоимость приборов пока тормозит широкое внедрение ИСП-АЭС и 
ИСП-МС в практическую дсятельность лабораторий в нашей стране. Однако во всем мире 
методы ИСП-АЭС и ИСП-МС используются лля высокопроизводительного многоэлементиого 
анализа различных образцов. Надежность современного оборудования, простота и точность ка- 
либровкн по общедоступным стандартным образпам, отиосительная свобода от взаимных фи- 
зических и химических влияний при анализе — несомненные достоинства метода ИСП-МС. 

Следует сше раз подчеркнуть, что содержание макро- и микроэлементов как результат ана- 
лиза ис может интерпретироваться вне концепиии МЛГ (см. гл. 8.5.1). 

Для оценки элементного статуса человека используют определение элементного состава 
биосубстратов, а также активность ферментов или содержание метаболитов. косвенно отража- 
ющих уровень химических элементов в органах и тканях. В табл. 8-34 приведены биомаркеры, 
наиболее часто используемые при опенке элементного статуса человека. 
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Таблния 8-34. Биомаркеры. используемые при оненке засментного статуса человеки (но Вгпгат Н.Р.. 
1992, с дополнением Скального А.В.. 2000) 


Биообъекты 


Элемент 


6 


Аѕ 


РЬ 


Са 


_ общепринятые — 
Плазма кровн 
Моча. волосы 
Моча. волосы. ногти 
Цельная кровь. моча 


Моча и нельная кровь 
Эритроииты 


Плазма крови 


Моча 


Волосы. ногти 


Моча. плазма крови 


Плазма кровни. волосы 


Плазма крови 


Моча. плазма кровни 


| Моча и плазма кропи 


Мот 


Моча, волосы. плазма 
‚ крови 


Моча 


Моча. волосы 
Суточная моча 


Моча. плазма крови. 
волосы 


возможные 


Моча. волосы 
Целъная кровь 
Кровь 


Волосы. зубы 


Волосы 


Волосы 


Волосы 


Волосы 


Моча. плазма 


‚ крови 


Волосы 
Моча. ногти 


| Моча. волосы 


Волосы. моча 


Волосы. ногти 


Волосы 


Кровь, волосы. 
слюна 


Ногтн 


Волосы. плазма 


крови 
Кровь. кал 


Валосы 
Слюиа, ногти 


Биомаркеры 
Р. Са-шелочиая фосфитаза 
Специфические изменения в клинической кар- 
гине крови 
Амииолсвулиновая кислота, фетальный эритро- 
протенн ё. ланныс аулиограммы 


Амннолевулиновая кислота п моче, нервна-мы- 
шечная проволимос гь. иник-протопорфирин, 
копропорфирин 

В.-микрогхобулин в моче 

Гиалуронилаза плазмы крови, насышенность 
траисферрина хромом. тест на толерантность к 
глюкозе 


Ферритин плазмы. своболный эригропорфирин, 


| насышениость железом траисферриня 


Данные рентгенограмм костей 
Специфические изменения клинической карги- 


| ны крови 


Церулоплазмин. лизилоксилаза. дофамин-В-иш- 
роксилаза 


Резульгаты электроэнисфалографии (ЭЭГ). эяск- 


тромиографии (ЭМГ), агглютинация эригроци- 


тов. 17-кегостероилы в моче 


Церулоплалмин. соединения меди п моче. моче- 
вая кислота в плазме н моче. активность ксантин- 
оксилазы в эритроцитах 


Лизюсомальные ферменты в нлазме крови. белок 
в моче 


Глутатионпероксилаза в эритроцитах 


‚ Микроскопия корней волос 


Ретинолсвязывающий белок, активность карбо- 
пнгидразы. изменение нкуса и обоняния 


Тины биообъектов и обшие операции нробопоаготовки образиов лля элементного анализа 
изложены в главе 5.4. Ниже приведен рял особенностей преланалитической полготовки проб 
для элементного анализа. 

У живых лип лиагностическими биосубстратами лля опрелелспия кониентрании элементов 
чаше всего являются пельная кровь. плазма (сыворотка). моча и волосы. Согласно современ- 
ным представлениям. элементный состив этих биосубстрмов отражает конпентрацию хими- 
ческих элементов во ннугренней среле организма. 

Кониентрапии в моче и крови указывают на иславиее воздействие токсиканта и/или нару- 
шения баланса микроэлементов. вызванное разными причинами. В ряле случаев обнаружение 
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токсиканта в моче (например. кадмия) может быть следствием накопления в почечной ткани 
его соединений при хронической интоксикации. При этом диагностическим тестом служит 
кониентрация металла в конкретной форме. Тзк. содержание мсталлотионсин-кадмня в плазме 
или моче имсст гораздо большее токсикологическое значение, чем общее содержание калмия. 

Относительно малый период полувыведения характерен для большинства металлов (за ис- 
ключением свипиа, кадмия, стронция и нскоторых лругих, см. гл. 8.5.3). Отбор проб крови и 
мочн обычно проводят в течение 2—3 дмей после последнего воздействия. 

Практически все металлы концентрируются в волосах и ногтях. когорые считают индика- 
торами долгосрочного воздействия. Однако необходима осторожность, чтобы обеспечить до- 
казательства об имеющихся уровнях металла в составе матрицы ткани. а не поверхностного 
загрязнения. 

Кровь. Для оценки элементного статуса в клинической лабораторной днагностике часто ис- 
пользуют анализ сыворотки и плазмы крови. В сыворотке и плазме крови элементы нахолятся 
в составе продуктов метаболических и катаболических процессов. Информация. полученная 
с помощью анализа сыворотки и плазмы крови. косвенно отражает взаимосвязь обменных 
пропессов. происхоляших в различных органах или метаболически активных компартментах 
организма. 

В сыворотке и плазме крови определяют обшую концентрацию элемента на момент непос- 
редственного забора пробы. Недостатком определения общей концентрации элемента являстся 
то, что его дефицит в сыворотке и плазме крови проявляется как отражение усиленного выве- 
дения и специфические изменения концентрации отдельных металлопротеинов не могут быть 
распознаны своевременно. 

Элементный состав внутренней среды организма находится под контролем гомсостатичес- 
ких механизмов, что затрудняет возможности интерпретации полученных результатов при до- 
нозологических и начальных стадиях развития заболевания. Для того чтобы повысить аналити- 
чсскую информативность полученных результатов, необходимо знать, в каком виде, связанном 
или свободном, и в каких соотношениях с другими элемснтами находится определяемый эле- 
мент в сыворотке крови. Ответить на эти вопросы с помощью метолов только элементного 
анализа невозможно. Однако использование гибрилных методов — ВЭЖХ-ИСП-МС. ВЭЖХ- 
ИСП-МС-ЯМР и/или ГРС (см. гл. 6.4.3) позволяет получить надежную информацию. 

Для применения высокочувствительных методов элеменгного анализа и корректной интер- 
претации полученных результатов необходимо иметь специально подготовленный высоконро- 
фессиональный нерсонал лабораторий и валидировать лабораторную технику (см. гл. 5). 

Трудность проведения элементарного анализа заключается в возможном загрязнении образ- 
ма микроэлементами в процессе забора. храисния. транспортировки и пробополготовки. На- 
пример. незначительный гемолиз крови может привести к повышению концентрации Ее. Си. 
7л. РЬ, Кр, Мп и МЕ в сыворотке крови от нескольких десятков до сотен процентов. при этом 
повторио полученные результаты могут значительно различаться. При контакте с медицинс- 
ким инструментарием возможно наружное загрязнение пробы АІ. Сг, Мп, №, 4п, что требуст 
специальных методов забора и храпения. По некоторым данным, забор пробы крови с помо- 
шью обычного медицинского шприца может повышать концентрацию А! в сыворотке крови 
почти в 10 раз (от 1,4-0,9 до 13,0+1.9 мкг/л). Поэтому предпочтителен забор крови венными 
канюлями из пластического материала, а не шприцем. 

Когда образцы крови. поступившие в лабораторию, не могут быть немедленно проанализи- 
рованы в силу обстоятельств, плазму нли сыворотку отделяют от эритроцитов перед глубоким 
замораживанием. Ряд токсикантов способны быстро поглощаться эритронитами (например. 
свинец, кадмий, ртуть), поэтому необходимо законсервировать образцы пельной несвернув- 
шейся крови. Однако использование антикоагулянтов и копсерваитов (оксалат, нитрат, ЭДТА. 
гепарин) может способствовать загрязнению образцов ионами металлов. Анализ сыворотки 
крови в ряде случаев предпочтительнее анализа плазмы. 

Во всех случаях при подозрении на отравление металлами следует отбирать венозную кровь 
(10 мл) и использовать контейнер с К-ЭДТА. В настоящее время имеется широкий ассор- 
тимент пробирок для сбора крови. Для исключения возможных загрязнений рекомендуется 
применять сертифицированную пролукцию для микроэлементного анализа, особенно когла 
речь идет о субклиническом поступлении таких агентов, как свинеп и кадмий. Лаборатория. 
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закупив относительно болыпую партию станлартных пробирок для сбора крови (все пробирки 
должны иметь олин номер упаковки). лолжиа протестировать их из каждой упаковки, чтобы 
гарантировать огсутствие загрязнения исследуемыми металлами (например, свинцом, калмием 
или алюминием). Если образцы крови поступают в лабораторию в необычном контейнере. 
слелует запросить аналогичный чистый контейнер лля его проверки на солержание возможных 
примесей. 

В равной степени важно убедиться. что для забора крови при аутопсии используются нужные 
контейнеры. В этом случае пробирки могут быть переданы натологу заранее перед аутопсией 
в составе стандартных наборов. При аутопсии рекомендуется кровь забирать из определенного 
места (желательно из бедренной вены), поскольку может произойти значительная диффузия 
или перераспределение токсикантов в результате смерти (см. гл. 5). Никогда не следует за- 
бирать кровь из полостей тела после смерти. потому что кровь, отобранная после смерти из 
разных частей тесла, например из бедренной вены и аорты, имеет нсодинаковый элементный 
состав. 

В диагностических целях использовапие цельной крови связано с теми же трудпостями, 
что и в случае с сывороткой и плазмой. Олнако из-за того, что концентрапия химических 
элементов в цельной крови намного выше. чем в сыворотке, для ее анализа иногда можно ог- 
раничиться забором капиллярной крови. что уменышает инвазивность пробоотбора и особенно 
ценно при скринниговых исследованиях, например для определения РЫ у детей. 

При пробополготовке образцов крови (цельной. плазмы. сыворотки) возрастает риск потерь 
элементов при применении таких методов мииерализании, как озоление в муфельной печи и 
мокрое озоление с помощью кислот в открытых сосулах (см. гл. 5.4). При перечисленных спо- 
собах пробопойготовки повышается риск как потерь элементов. так и контаминации проб. По- 
этому лля получения валидных данных при элементпом анализе любых биосубстратов следует 
применять современные метолы минерализации в закрытых емкостях под давлением с исполь- 
зованием ультрачистых реагентов. отвечающих требованиям МУК 4.1.1482—03, 4.1.1483—03. 
2003 (см. гл. 3.4 и электронное приложение). 

Цельная кровь и ее составные части отражают обеспеченность химическими элементами на 
момент исследования. Из-за инаивилуальных особенностей метаболизма и гомеостатичсской 
регуляции содержание микроэлементов в кровн может не изменяться даже при обелнении лепо 
в органах и тканях. 

Моча. При анализе мочи на содержание химических элементов у живых лиц отдают пред- 
почтение суточной моче. Единичная порция может быть информативна только при значи- 
тельно выраженной нагрузке организма токсичными мсталлами. В настоящее время наиболсс 
достоверным показагелем считают содержание токсиканча в мочс в мкг на | г креатинина. 
Если пациенту проводят хелатирующую терапию. то также слелует собрать образцы суточной 
мочи в пластиковые контейнеры. промытые кислотой. Перед отбором аликвот на анализ ре- 
гистрируют общий объем мочи, чтобы установить уровень экскреции хелатируемых элементов 
и эффекгивность лечения. 

Для исслелования обменных пронессов рекоменлуется собирать мочу в течение 48—72 ч. 
Во всех случаях необходимо собирать мочу в предварительно очишенные или одноразовые по- 
лиэтиленовые резервуары. При сборе мочи с помощью катетера возможно загрязнение кровью 
или материалом, из которого изготовлен катетер. Это важно иметь в виду при отборе мочи 
посмертно, если далее планируется провести элементный анализ. Следует отобрать мочу как 
можно скорее (30 мл в простой контейнер типа ©1сгінп без добавки стабилизаторов) и таким 
образом. чтобы максимально избежать загрязнения в процессе отбора пробы. 

Как в случае сыворотки и плазмы крови. использование мочи в качестве диагностического 
биосубстрата при латентных стадиях заболеваний и донозологических состояниях ограничено. 
Так. возможные загрязнения в ходе нарушений требований к сбору. хранению и подготовке 
пробы могут повлиять на результаты анализа более сушественно. чем обнаруженные мегаболи- 
ческие эффекты, при опредспенни ультрамикроэлементов. Интерпретация данных о понижсн- 
ном содержании элементов в моче всегда более проблематична но сравнению с повышенным. 
В первую очередь это касается условно-токсичных и токсичных элементов, для которых ре- 
нальный путь вывсдсния являстся основным. Исследование экскреции химических элементов 
с мочой даст представление об их текущем потреблении. Исследование суточной мочи осно- 
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вано на физиологическом механизме: снижение экскреции с мочой отражает недостаточность 
поступления и истошение запасов. а усиление экскреции — избыточное поступление веществ. 
На процесс выведения влияют функциональная способность почек и состояние организма 
{физическая активность, стресс. инфекции и т.д.). 

Волосы. В сравнении с анализом крови или мочи элементный анализ волос имеет преиму- 
щества: относительно высокая концентрация элементов. неинвазиниость отбора проб, удобство 
при хранении и транспортировке, что предонрелеляег преимущества использования элемеит- 
ного анализа волос в донозологической диагностике патологических изменений и латентных 
процессов. происхоляших в организме. Как указано выше. солержанис элементов в волосах 
отражает длительный периол обеспеченности организма химическими элементами и мало за- 
висит от гомеостатического контроля. 

Инфюрмативиость апализа волос как ноказателя. отражающего элементный статус организ- 
ма. продолжает дискугироваться в научной литературе. Некогорые исследователи считают, чго 
элеменгный анализ волос пригоден только для популяционных исследований элементного ста- 
туса. За последние голы анализ волос нашел широкое применение в гигиене, экологии. токси- 
кологии, судебной медицине, например при выяняении случаев отравления Аз, Не, Са, Е, №. 
Мп. РЬ. Были найдены значительные различия в изменении концентрации элементов в волосах 
при популяционных исследованиях в различ- 
ных географических регионах. Так, например, 


Таблица 8-35. Оценка информативности при 
при эпидемнологическом исследовании в Ки- 


определении химических элементов в различных 


биосубстратах тае была выявлена зависимость между низкой 
| концентрацией %е в волосах и эндемическим 
Элемент, Кровь Мочы Волосы гипоселенозом (1995). В нашей стране и за 


рубежом проведены многочисленные иссле- 
дования, в которых пролемонсгрирована взаи- 
А! + мосвязь между уровнем обесиеченности насе- 
ления Гл. 52, Си и другими микроэлементами 


Аз + + + 


Ва У и нх содержанием в волосах, показана прямая 
Ві + зависимость кониситрации РЬ. Не. Аз, Са, №, 

Сг в волосах от уровня нагрузки популяции и 
В + инливилуума этнми элементами. По мпению 
са Р т Ре большинства авторов, анализ волос может ис- 


пользоваться н качестве оценки элемениюго 
Са + + Ж статуса не только на популяционном. но и на 
индивилуальном уровне, отражая как эндоген- 


Сг а А ное солержание элемента, так и уровень выве- 
Со + дения элементов из организма. 

Согласно рекомендациям МАГАТЭ, воло- 

Си + + + сы лля анализа следует отбирать в 4—5 местах 

с затылочной части головы. используя нож- 

ге т ницы из нитрида титана или керамики. На 

РЬ + 4 концентрацию элемента в волосах могут вли- 

ять их окраска. ивст (содержание меланина, 

Ма + см. гл. 5.4), ллительное применение некото- 

НЕ Е 6. рых шампуней. мазей и других косметических 


и лечебных наружных срелств. Поэтому все 
Р + перечисленные факторы лолжны учитываться 
при оценке солесржаиня химических элемен- 


5е тов в волосах. В табл. 8-35 препставлены нан- 

Аз Е более информативные биообъекты для опре- 
деления химических элементов. 

5г + Зависимость диагностической ценнос- 

т ти анализа волос и жилких биосубстратов от 


сталин патологического процесса и дефипита 
2п + + макро- и микроэлементов прелставлены на 
рис. 8-45. 
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Клинически выраженный дефицит 


Физиологический Пограничная Доклинические 1 начальная манифестация конечная 
оптимум недостаточность состояния | стадия стадия 
о а СОА. ме ав ое 
: х П : 
і 
Выведение из 
организма 


Синтез 
метабогитов 
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нарушения 


Изменения 
концентрации в 
сыворотке крови 


Изменения 
концентрации в 
волосах 


Изменения 
потребности а 


микроэлементах 


Рис. 8-45. Информативность определения химических элемситов в биосубстримах в зависимости от ста- 
дин развития патологического пропесса (Мтегизюйе опа Зригепаетегие, 1992). 


Для живых лиц определение обеспеченности организма химическими элементами и/или 
уровня накопления токсикаитов может быть получен путем одновременного опрелеления эле- 
ментного состава как минимум двух биосубстратов. отражающих ретроспективную и текущую 
картину (иапример. волосы и сыворотка крови). в сопоставлении с данными биохимических и 
клинических исследований, а также оценкой фактического питания. 


Другие образцы (содержимое желудка, ткани органов, кости, мышцы и др.), полученные 
при аутопсии 


Содержимое желудки. Регистрируют общий объем содержимого желулка. Образец валсе го- 
могенизируют в бленлере. чтобы получить 2 или 3 рспрезентативных образиа малого объема 
для количественного определения. Гомогенизированные образцы можно профильгровать нс- 
посредственно через неплотную фильтровальную бумагу или разбавить дистиллированной во- 
дой. Чистый супернатант или репрезеитативвый образец гомогснизированного содержимого 
желулка используют в анализе. Количественный анализ солсржимого желулка важен в леталь- 
ных случаях. когда концентрация присутствующего токсиканта в желудке может обеспечить 
доказательство судебного заключения. 

В судебно-химическом анализе часто используют прелварительный просгой тест (проба 
Рейнша) содержимого желудка и/или вещественных локазательств на месте происшествия для 
обнаружения мышьяка. олова. висмута и ртути. Нсобходимыми реагептами и материалами 
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являются концентрированная и разбавленная соляная кислота. разбавленная азотная кисло- 
та, медная фольга (5х10 мм) или проволока (длиной 2—3 см). Очищениую и нромытую мель 
(фольга или проволока) помешают на фильтровальную бумагу. Цвет фольги или проволоки 
свидетельствует о наличии: 

® олова—пурпурно-черный цвет; 

е мышьяка — матовый черный цвет; 

• висмута — блестящий черный ивет: 

® ртути — серебристый цвет. 

Тест не является специфичным, поскольку селен и теллур также образуют черное окрашива- 
ние. Высокие концентрации серы могут придать меди крапчатый вил. Несмотря на указанные 
недостатки. тест является простым и быстрым способом предварительного обнаружения важ- 
нейших металлов-токсикантов. 

Отбор образиов и пробоподготовка других биообъсктов изложены в главс 5.4. Основная за- 
дача пробоподготовки (см. выше) — избежать загрязнения образцов металлами извне. 


Понятие нормы в оценке результатов элементного анализа биосубстратов 


В последние десятилетия отмечаются попытки в установленин нормальных физиологичеёс- 
ких границ солержания химических элементов. Однако использование центильной шкалы? 
может быть расценено только как статистическая характеристика исследованной группы. но 
не как отражение состояния здоровья. «Понятие нормального значения содержания того или 
иного элемснта лишь преднолагзется. однако в настоящее время не существует точного опре- 
деления нормальности и здоровья населения» (Е. Могтег. 2000). 

Центром по контролю за заболеваниями США (СОС, 2004) принято. что лабораторные 
анализы 95% населения соответствуют норме и только 5% находятся вне области нормалытых 
значений. Это приволит к хорошо известным и понятным затрулисниям в лиагностике заболе- 
ваний и особенно выявлении состояний прелболезни и латентно протекаюших процессов. 

Для формирования групп риска по интоксикации металлами в нашей стране предложено 
использовать такие показатели. как биологически допустимый уровень (БДУ) и критический уро- 
вень (КУ) химических элсмситов в бносредах. 

БЛУ — сопержание элемента в организме или критическом органе, которое при постоян- 
ном его присутствин не вызывает изменений состояния здоровья человека, обнаруживаемых 
современными мстодами исслелований. При значительном превышснии БДУ по олному из 
элементов у многих обследованных целесообразно использовать другой показатель — КУ. 

КУ — содержанис элемента в организме или критическом органс, при котором наблюдаются 
биохимические изменения. связанные с токсическим воздействием какого-либо элемента или 
дефицитом эссенциального. 

Во всем мире наблюдается повышенный интерес ученых и врачей-практиков к роли макро- 
и микроэлементов в диагностике и лечении заболеваний. Однако отсутствие установленных 
границ БДУ и КУ содержания элементов в биосубстратах. с одной стороны. и относительно 
низкий уровень лабораторной службы — с лругой. привели к многочисленным нубликаци- 
ям и использованию в мелицинской практике так называемых региональных нормативов по 
отдельным элементам, отличающихся от обшепринятых на порядки. а также к накоплению 
несопоставимых лруг с другом аналитических данных (даже при использовании высокочувс- 
твительных методов анализа). В связи с этим возникла необходимость обосновагь нижние и 
верхнис границы БДУ (или границы физиологической нормы) химических элементов в диа- 


* При анализе результатов измерения нспрерынпой переменной иногда полезно объединить результаты в несколько 
равных грунн. Нанример. чтобы получить 4 равные группы. пеобходимо имсть звачения, делящие исхолные данные 
по 25% в кижлой группе. Существуют 3 гаких значения (точки леления}. которые называются мвартилями (диап). 
при этом средняя из них также называстся мелианой. Аналогично. можно использовать 2 тертиля (1епіїс). чтобы 
разбить данные на 3 группы, 4 квнитиля (дип). чтобы разбить их на 5 групп. и так далес. Обший термин для таких 
точек раздела — «квантили». Другис термины — «лсиили» (дссс). которые делят данные на 10 частей. и «ценгили» 
(сеге), которые делят ланвые на 100 частей (их также называют проиентияями). Значения тнпи кнартилей могут быть 
выражены через цситили; например. самый левый квартиль равен 25-му центилю, в мсдивна — 50-му пентилю. Ноиболее 
обшкес заблуждение — это использовзиие терминов «тертили». «квартили», «Квинтили» н т.д. пс для обозначения точек 
отсечки. а для групп данных. полученных таким образом. 
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гностических биосубстратах. Предлагается (Скальный А.В.. 2000) ввести понятис условного 
биологически допустимого уровня (УБДУ). 

УБДУ — солержание элемента в волосах — эмпирически установленный показатепь, полу- 
ченный в аккрелитованной и лицензироваиной (см. гл. 5.8) на определение элементов в био- 
объектах по международному стандарту лабораторин,— которое при условии многолетних (не 
менее 10 лет) клинических наблюдений. не приводит к специфическим измепениям состояния 
здоровья. 

Приведем результаты выполненного в период с 1987 по 2001 г. обследования элементного 
состава волос жителей Москвы. Распределение обследоваиных жителей г. Москвы по полу и 
возрасту представлено в табл. 8-36. 


Таблипа 8-36. Половозрастной состав обслелопанных житслей Москвы 


Половозрястная группа Количество обслелованных 

Дети до 1 года 321 
Дети от 1 года ло 3 лет 1194 
Дети от 3 ло 6 лет 1305 
Мальчики от 6 до 11 лет 1021 
Девочки от 6 до 11 лет 1116 
Мальчики от 11 до 17 лет 777 
Девочки от 11 до 17 лет 1944 
Мужчины от [7 ло 34 лет 1761 
Женщины от 17 до 34 лет 1810 
Мужчины от 34 ло 49 лет 1223 
Женшины от 34 ло 49 лет 2857 
Мужчины старше 49 лег 2855 
Жспшины старше 49 лет 2864 
Всего 21 051 


В полученных образнах волос определяли кониентрации А!. Са. Си. Ғе. К. Ме. Ма. Р. $1 
и Яп. Все образцы волос собирали и подвергали пробоподготовке согласно требованиям МА- 
ГАТЭ и методическим рекомендациям МЗ СССР и ФЦ ГСЭН РФ (см. гл. 5). В результате 
нровеленных исследований были установлены границы стандартных центильных интервалов, 
принятых при массовых обследованиях населения: 3, 5. 10, 25, 50, 75, 90, 95 и 97 центили. В 
качестве нормы принят интервал 25-й — 75-й центиль, как соответствующий средней кон- 
пентрации ланного химического элемента в популяпии: значения. лежашие в интервале 10-й 
— 25-й и 75-й — 90-й центиль. рассматривались как соответствующие состоянию прелболезни, 
а в интервале 0 — 10-й и 90-й — 100-й центиль — состоянию болезни. Для удобства использо- 
вания результатов анализа волос в скрининг-дмагностичсских исследованиях ввели 4-балльную 
шкалу, соответствующую степени отклонения содержания в волосах того или иного химичес- 
кого элемента от предложенного нормального содержания. За отклонение 1 степени принято 
значение ниже 25 и выше 75 цеитиля. Ц степени — ниже 10 и выше 90. 11 степени — ниже 5 
и выше 95 и [У степени — ниже 3 и выше 97 центиля. 

По результатам многолетнего исследования А.В. Скального и соавт. все элементы разделены 
на 2 группы. Для элементов 1-й группы (Са, К. Мр, Ха и 2п) характерны выраженная воз- 
растная динамика. а также сушественные отличия содержания этих элементов в волосах у лии 
разного пола. Копиентрация в волосах элемситов 2-й группы (АІ, Си, Ее. Р, $1) с возрастом не 
претерпевает значительных изменений, различия между полами также слабо выражены. 

Гранипы нормы лля элементов. отнесенных ко 2-й группе. установлены едиными незави- 
симо от пола и возраста. Для элементов 1-й группы иелесообразно использовать нормативные 
значения, связанные как с возрастом. так и с полом (табл. 8-37 и 8-38). 
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Таблица 8-37. Границы нормального (физиологического) солержания (мкг/г) химических элементов 
1-й группы в волосах жителей Москвы разного возраста. установленные при помощи анализа ненрильных 
интервалов 


ь 
© © е © 
М Е Да АЕ: рн 
ПЕ ТЕПЕ ТЕ СЕТЕ АВ. 
= 3 Е ав бо = 8= 85 25 84 Бо 85 8$ ЕБ Е% 
< ши = ад 7 
Е ЕЕС ЕТЕНЕ парне заре УТЕ НЕТЕТ 
ов я ЕЕ ро 65 23 с 1 ЕБ ВА 13 В РЕ ЖЕ 
ЕЕ СЕИ пер овы 
2 % = = < = ъв 
Са н 300 250 250 250 350 350 500 40 500 40 550 40 500 


В 700 500 500 500 700 7 1200 850 1400 800 1700 |700 1500 
К Н 300 200 150 130 60 60 30 50 30 65 40 90 60 
1700 1600 1500 900 450 320 100 240 10 |340 180 460 350 
Мұ И 20 15 15 15 20 20 35 30 35 25 35 25 3 
В 4) 30 30 40 55 50 90 65 110 65 130 50 120 
№ Н 200 200 200 150 100 120 70 120 65 150 90 200 150 
В мх) ню 1000 0 500) 550 260 470 220 60 1380 м0 НЮ 
2п Н 79 50 70 115 130 150 170 150 170 140 160 130 140 
В 20 150 150 180 200 20 230 20 230 20 220 190 200 


Примечание. Н — инжняя границе 25-й центиль; В — верхняя граница 75-й центиль. 


Таблица 8-38. Границы нормального (физиологического) содержания (в мкт/г) химических элементов 
2-й группы в волосах жителей Москвы, установленные пря помощи пентильных интервалов 


Элемент Нижняя Верхняя граница 
граница 
А! 15 30 
Си 8 15 
Ре 10 30 
Р 130 190 
51 5 30 


Воздействие металлов можег быть подтвержцено и часто количественно определено с ис- 
пользованием специфических биомаркеров воздействия. Биомаркер воздействия — любой из- 
меряемый биологический иарамстр. который показывает воздействие токсичного вещества. 
Это может быть индупированный белок. фермент. метаболит или даже само токсичное вешес- 
тво. Биомаркеры широко используются в диагностике профессиональных и профессионально 
обусловленных заболеваний (см, гл. 8.5.4). 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 829 


8.5.3. Химико-токсикологические характеристики элементов 


Благо везле и всюду зависит от соблюлеиня двух условий; 
правильного установления конечной пели всякого рола деятельности 
и отыскания соответствующих средств. ведуших к конечной цели. 


Аристотель 


Развитие знаний о химическом составе человеческого тела и значении химических элемен- 
тов для жизни и здоровья человска тесно связано с именами наших вылающихся соотечествен- 
ников: В.И. Вернадского. А.П. Виноградова, А.И. Венчикова, В.В. Ковальского. Г.А. Бабенко, 
А.П. Авцыиа и рядом других видных ученых — биогеохимиков. биологов и медиков. Как ска- 
зано выше, в организме человека обнаружено более 80 химических элементов (рис. 8-46). 

Особспиостью функииопирования химических элементов в организме являстся их взаимо- 


действие друг с другом. которое проявляется 
синергическими или антагонистическими эф- 
фсктами (см. гл. 8.5.1). Изученные к настоя- 
щему времени двух-. трех- и многосторонние 
взаимосвязи между химическими элементами 
в организме исчисляются сотнями. На рис. 
8-47 представлены пути обмена химических 
элементов в оргапизме. 

Химико-токсикологические характеристи- 
ки элементов приведены ниже и в электрои- 
ном приложении. 


Элементы 1-й группы периодической систе- 
мы элементов (литий, медь, серебро, золото) 


Литий (11) 

Соединения лития широко используются в 
атомной промышленности, металлургии. ор- 
ганическом синтезе, производстве стскол. гла- 
зурей и эмалей. 

В медицине применение соединений лития 
ограничено. Соли лития (лития карбонат. ли- 
тонит и лр.) используются при лечении мани- 
акально-депрессивных психозов (рис. 8-48). 

В последние годы появились сведения об 
эффсктивности препаратов лития при лече- 
нии новообразований. сахарного диабета и 
алкоголизма. У таких больных наблюдается 
пониженное солержанис лития в организме 

Ежелзневно с пишей и жидкостью в орга- 
низм поступает 2 мг лития. Ионы лития (7) 
быстро н практически полностью абсорбиру- 
ются из ЖКТ. по-видимому, из тонкой киш- 
ки, а также из мест парентерального введения. 
Ионы лития легко проникают через биоло- 
гические мембраны. Литий распределяется в 
организме сравнительно равномерно. В крови 
литий нахолится в основном в плазме. 

Выведение лития осушествляется преиму- 
щшественно через почки и в меньшей степени с 
калом и потом. Концентрация лития в моче в 
25 раз выше, чем в сыворотке крови. 


Киспород Азот 
(65) ' (3) 

_Углерод 
10) Рол й) 


Марганец 
Кобальт 
Молибден 
Селен 


Итого (0.0005) 


Другие эпементы 


Рис. 8-46. Солержание химических элементов (в %) 
в организме человека (по Кінпе 5., 1993). 


830 Глава 8 


Внешнее 
Волосы (непроникающее} 
загрязнение 


Регулирующее 
влияние 
вегетативной 
нервной и 
эндокринной 
систем 


Рис. 8-47. Пути обмена химических элементов в организме 


Имеются данные о влиянии лития на нейроэнлокринные процессы, жировой и углеводный 
обмен. В обменных процессах литий активно взаимодействует с ионами К? и Ма’. Назначе- 
ние препаратов лития на фоне дефицита натрия опасно для здоровья. так как может вызывать 
поражение почек. Кроме того, к побочным эффектам терапии препаратами лития можно от- 
нести угиетение функции щитовидной железы путем блокирования литием высвобождения 
тиреотропного гормона (ТТГ). ризлинг-гормона (ТТГ-РГ) и тироксина. Под влиянием лития 
возрастают поглощение глюкозы. синтез гликогена и уровень инсулина в сыворотке крови 
больных диабетом, применяющих препарагы лития. снижается уровень глюкозы и кетоновых 
тел в моче. Литий обладает инсулиноподобным свойством. 

Оценку содержания лития в организме проводят по результатам исследования органов, тка- 


ней. сыворотки крови и волос. Риск интоксикации литием определяют по сго концентрации 
в слюне и моче. 
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Токсические эффекты солей лития начинают прояв- 
ляться при концентрации лития в плазме крови свыше 
10 мкг/л. При конценграции лития 11—13 мкг/л появля- 
ются слабыс симитомы интоксикации. Они становятся вы- 
ражениыми при возрастании концентрации лития до 14— 
17 мкг/л, и при уровне 21 мкг/л и выше развивается кли- 
нически выраженная полиорганиая патология. К ранним 
симптомам отравления относятся тремор кистей, полнурия 
и умеренная жажда. При средней интоксикации появляют- 
ся лиарея. рвота. мышечная слабость, вялость и потеря ко- 
орлинации. При тяжелом отравлении литием развиваются 
неврологические расстройства: атаксия. ухулшение зрения, 
потеря памяти, головокружение. потеря ориентации. судо- 
роги, ступор и кома. 

При остром отравлении литием мишенями врелного 
воздействия являются: 

• кожа и слизистые оболочки желудочно-кишечного трак- 
та (токсический дерматит. тошнота, рвота. диарея); 
дыхательные пути (трахент, бронхит, пневмония): 

ЦНС (гиперрефлексия. тремор. атаксия. спутанность 

сознания и в особо тяжелых случаях кома). 

При хронической интоксикации литием отмечаются 
поражения почек: прямое токсическое повреждение гло- 
мерулярного аппарата и тубулярных клеток. угнетение 
активности антидиуретического гормона. протеинурия и 
полиурия. Страдают также серлсчно-сосулистая система 
(аритмия. снижение артериального давления) и щитовил- 
ная железа (угнетение выработки тиреоилных гормонов). 

Причины избытка лития: 

• избыточное поступление; 

• нарушение регуляции обмена лития. 

При избытке лития следует использовать симптомати- 
ческие средства. вволить в организм дополнительное коли- 
чество МаСГи элсктролитные смеси. 

Основные проявления избытка лития: 

А. Острая интоксикапия: 

гиперкалиемия; 

лефицит натрия; 

токсический лерматит; 

гиперрефлексия; 

тремор, атаксия; 

спутанность сознания; 

кома. 

Б. Хроническая интоксикация: 

повреждения гломерулярного аппарата почск и тубуляр- 

пых клеток: 

угнетение активности антидиуретического гормона; 


протеинурия; 
полиурия; 
снижение артериального давления: 


аритмия; 


Нормальное состояние 


А , д Е Рис. 8-48. Схема пействия солей ли- 
угнетение выработки гормонов щитовидной железы. тия при лечении маниакально-ле- 


Синергисты и антагонисты лития прессивных психозов (по 6Йтапп 
Основным антагонистами лития является натрий. в ет а!., 2000). 


меныпей степени — калий и магний. Синергист лития — 
кальций. 
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Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритегные: солержанис 14 в плазме/сыворотке крови, слюне. Соотношение Ш в слюис/ 
сыворотке крови (> 2.0—2.5). 

Дополнительные: сопержание М в моче. 

Токсикокинетические характеристики лития приведены в табл. 8-39. 


Таблица 8-39. Токсикокинетическис характеристики лития 


Суточное поступление с продуктами питания 2мг 


Резорбния из ЖКТ в кровь > 90% 
Суточное выведение: 

моча 0.55 мг 

кал 1.2 мг 

пот Следы 

прочис (волосы и др.) = 
Период полувыведения (Т, .) 17—58 ч 
Объем распрелеления (Ма) 0,4—1,4 л/кг 
Связывание с белками плазмы (РБ) 0 


Среднее солержанис: 


организм человека массой 70 кг 
кости 


9.1 мг 
0,19 мг/кг сухого веса 


мышцы 0.023 мг/кг 

кровь 0.004 мг/л: 
плазма 0.0001—0.001 мг/л 
моча 0,400—0,425 мг/л 
волосы 0,01—0.25 мтукг 
зубы (дентин) 1,13 мг/кг 
сыворотка 0.009—0,027 мг/л 
печень Около 0.001 мг/кг 
слюна 0.02 мг/л 


Токсическая доза лития для человека 92—200 мг. Содержание лития в биожидкостях и тка- 
нях организма человска при лстальном исходе привелсно в табл. 8-40. 


Таблица 8-40. Содержание лития в биожидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при летальном исхоле 
Биосубстраты 
Средиее значение 1,9 (0,3—4,6) 2,0 (0,9—4,2) |2,8 (0,2—6,7) 3.6 (0,6—9,6) 6,7 (6,7) 


Кровь Моз Нечень Почки Моча 


Примечание. Здесь н в других таблицах в скобках — дизпазон 


Медь (Си) 

Соединения мели используются при изготовлении проводов для электросети, монет, тру- 
бопроволов. теплообменников. широко известны сплавы меди с другими металлами (бронза и 
др.). 

В медицине применяют сульфат мели в качестве противомикробного и прижигаюшего 
средства. Препараты различных солей меди используют наружно лля промываний и сприн- 
цеваний, в виде мазей при воспалительных процессах слизистых оболочек. в физнотерапии. 
Медь и железосолержащие препараты применяют при лечении детей с гинохромной анемией. 
Медьсолержащие препараты и биологически активные добавки (БАД) используют также при 
лечении и профилактике заболеваний опорно-лвигательного аппарата, гипотиреоза. Широкое 
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распространение получило использование меллой внутриматочной спирали в качестве срелс- 
тва контранеицин. 

В ЖКТ абсорбируется ло 50% поступивией в организм меди (причем ив желудке максималь- 
пое количество), затем илуг лвеналиатинерстная. тощая в полвздошная кишки. Лучше орга- 
низмом усваивается Си (1). В крови мель связывается с сывороточиым альбумином (12—17%). 
аминокислотами — гистидином. треонином, глутамином (10—15%). транспортным белком 
траискупреином (12—14%) и церулоилазмином (до 60--65%). 

Мель способна проникать во все клетки. ткани и органы. Максимальная коипентрация 
мели отмечена в печени. почках. мозге. кропи. олнако ес можно обнаружить и в лругих органах 
и тканях. Схема обмена мсли в организме прелставлсиа на рис. 8-49. 

Велушую роль в метаболизме мели играет печень. поскольку здесь синтезируется белок 
перулоилазмин. обладающий фермепгатииной активностью и участвующий в регуляции го- 
меостаза меди. 

Мель янлястся жизиеино важным элементом. который вхолит в состав мпогих витаминов. 
гормонов, ферментов, дыхательных пигментов (например, гемоцианин). участвует в пронес- 
сах обмена вешеств. ткаисвом дыхании и т.2. Мель имест большое значение лля подлержания 
нормальной структуры костей. хрящей. сухожилий (коллаген). эластичности стенок кровенос- 
ных сосудов. легочных альвеол. кожи (эластин). Мель входит в состав миелинокых оболочек 
нервов. Действие мели на углеволный обмен проявляется посрелстном ускорения пронессов 
окисления глюкозы. торможения распала гликогспа в печени. Медь солержится во миогих 
важнейших ферментах: питохромоксилазс, тирозиназе, аскорбиназе и др. Мель присутетнусг в 
системе ангиоксилаптной зашиты организма. являясь кофактором фермента СОД, участвую- 
шей в нейтрализации свободных раликалов кислорода. Мель повышает устойчивость оргапиз- 
ма к некоторым инфекииям, связывает бактериальные токсины и усиливает действис аитибио- 
тиков. Медь облалает выраженным противовосизлительным свойством. смягчает проявления 
аутоиммунных заболеваний (ревчатоилного артрита). способствует усвоению железа. 


Поступление меди с пищей 


(2—4 мг/сут) 
Медьсодержащие 
белки 
' 
Всасывание (40%) 
Е ри 0 Пул > Сывороточный 
меди 2—6 апьбумин 


__————— Выделение с желчью | | (плазма) 
/ А А 


/ 
т у 
Су-металлотионеин ————-» 


(депо в печени) < Еле 


/ 


у 
А 
Выведение схалом Выведение с мочой. потом. 
выдыхаемым воздухом, 


выделениями (месячные) 


Рис. 8-49. Обмен мели в организме челонека. 
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Оценку содержания меди в оргапизме проводят по результатам исслеловапия крови. мочи и 


волос. Об обмене меди можно судить по уровню нерулоплазмина в сыворотке крови и актив- 
ности других медьсодержаших ферментов. 


Дефицит, как и повышенное содержание соединений меди в организме. представаяст опас- 


ность для человска (см. гл. 8.5.1). 


Причины дефицита меди: 

недостаточное поступление; 

длительный прием кортикостсроилов, нестероидных противовоспалительных препаратов. 
антибиотиков; 

нарушение регуляции обмена меди. 

Основные проявления дефицита меди: 

торможение всасывания железа, нарушение гемоглобннообразования, угистенис кроветво- 
репия. развитие микропитарной гипохромной анемии: 

ухудшение деятельности сердечио-сосудистой системы. увеличение риска ивемической бо- 
лезни сердца, образование аневризм стенок кровеносных сосудов, кардиопатии; 
ухудшение состояния костной и соединительной ткани, нарушение минерализации костей, 
остеопороз, переломы костей; 

усиленис прелрасположенности к бронхиальной астме, аллергодерматозам; 

дегенерация миелиновых оболочек нервных клеток, увеличение риска развития рассеянпого 
склероза; 

нарушение пигментапии волос. витилиго; 

увеличение шитовидной железы (гипотиреоз. дефипит тироксина): 

залержка полового развития у девочек, нарушение менструальной функции. снижение по- 
лового влечения у женщин. бесплодие: 

развитие листресс-синлрома у новорожденных; 

нарушение липилного обмена (атеросклероз. ожирение. диабет): 

угнетение функций иммунной системы; 

ускорение старения организма. 

Причины избытка меди: 

избыточное поступление в организм (влыхание паров и пыли соединений меди в условиях 
производства. бытовые интоксикации растворами сосдипспий меди, использование медной 
посуды); 

нарушение регуляции обмена мели. 


Основные проявления избытка меди: 


функциональные расстройства ЦНС (ухулшение памяти, депрессия, бессонница); 

медная лихорадка — озноб, высокая температура. проливной пот, судороги в икроножных 
мышцах (при вдыхании паров); 

слсзотечспис, раздражение конъюнктивы и слизистых оболочек. чиханье, жжение в зеве. 
головная боль, слабость, боли в мышцах, желудочно-кишечные расстройетва (при воздейс- 
твми медной пыли и оксида меди); 

нарушения функций печени и почек: 

поражение печени с развитием пирроза и вторичиым поражением головного мозга, связан- 
ным с наследственным нарушением обмена меди и белков (болезнь Вильсона—Коновалова); 
аллерголерматозы; 

увеличение риска развития атеросклероза: 

гемолиз эритроцитов. появлсние гемоглобина в моче. ансмия. 


Синергисты и антагонисты меди 
Усиленный прием молибдена и цинка могут привести к дефициту меди. Калмий, марганец, 


железо. антацилы. таннины, аскорбиновая кислота способны снижать усвосние мели. Ципк, 
железо. кобальт (в умеренных. физиологических дозах) повышают усвоение меди организ- 
мом. В свою очерель мель может тормозить усвоение оргапизмом железа. кобальта. цинка, 
молибдена, витамина А. Оральные контрапсигивы, гормональные средства. препараты кор- 
тизона способствуют усиленному выведению меди их организма. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание меди в плазме/сыворочке крови. 
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Дополнительные: содержание меди в волосах (проксимальный участок волос 2.5 см). реже— 
в моче. печени (биоптат, аутонсийный материал), церулоплазмина — в сыворогке крови. 
Токсикокинетические характеристики меди приведены в табл. 8-41. 


Таблица 8-41. Токсикокинетические характеристики мели 


Суточное поступление с пролуктами питания 3,5 мг 


Суточное поступление с возлухом 0.02 мг 
Резорбция из ЖКТ в кровь 50% 
Суточное вывспенис: 
моча 0.05 мг 
кая 3.37 мі 
пот 0,04—0.4 мг 
прочие (волосы и лр.) 0.003 мі 
Периол полувывелсния (Т, „) 12—61 9; 26 сут 
Объем распределения (Уд) 2 л/кг 
Связывание с белками плазмы (ЕЪ) 95% 
Среднее солержанис: 
организм человека массой 70 к! 80—150 мг 
кости 1—26 мг/кг сухого веса 
кронь 0.8—1.3 мг/л 
плазма/сыворотка 0.85—1.55 мг/л (женщины) 
0.7—1,4 мг/л (мужчины) 
слюна 0,12 мг/л 
печень* 2.5—35 мг/кг 
3.2—9.9 мг/кг 
почки 1,07—4.19 мгуг 
мышцы ИУ мг/кг 
грулное молоко 0.197—0.751 мг/л 
0.003—0,035 мг/сут 
моча 0.025 мг/я 
волосы?“ 7.5—$0 мг/кг 
6,8—39 мг/кг 
ногти 6.2 мг/кг 
зубы (эмаль) 0.005—2 мг/кг 
зубы (лентин) 0,005—3.2 мг/кг 


* По разным нсгочникам. 


Токсическая лоза меди пля человека более 250 мг. 
Солержание мели в биожидкостях и тканях организма человека при летальном исходе при- 
велено в табл. 8-42. 


Таблица 8-42. Солержание мели в бножилкостях (в мг/л) н тканях (в мг/кг) при летальном нсхоле 
Биосубстраты Кровь Моз Печень Почки 
Срелнсе значение 33 (2.5—66) 6.2 (1.1—11) 25% (8.3—1410) 36 (8.9—61) 


При интоксикации концентрация мели в моче > 0.2 мг/сут. 
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Серебро (АЕ) 

Серебро широко применяется в фотографии. ювелирном деле. при изготовлении монет и 
зеркал, в электронной и других отраслях промышленности. 

В медицине используется бактеринидное, аитацилное, вяжушсе действие серебра. В ХУ -— 
ХІХ веке препараты серебра применялись для лечения нервных (невралгия и эпиленсия) и же- 
лудочно-кишсчных заболеваний. В настоящее время лскарства на основс ссрсбра (протаргол. 
копларгол и др.) используют при эрозиях. язвах. избыточных грапуляциях. трешинах. остром 
конъюнктивите. трахоме. хроническом гиперпластическом ларингите. а также для промывания 
мочеиспускательного канала и мочевого пузыря. Некоторые изотопы радиоактивного серебра 
применяются в лучевой терапии. 

Вопрос о физиологической роли серебра изучен недостаточно. Серебро относят к потенци- 
ально токсичным и к нотенциально канцеротенпым элемептам. 

Известно. что в организме серебро образует соединения с белками, может блокировать тио- 
ловые груипы ферментных систем, угнетать тканевое дыхапие. В плазме крови серебро связы- 
вается с глобулинами. альбуминами и фибриногеном. При длительном контакте с серебром на 
производстве оно может накапливаться в печени. почках, коже и слизистых оболочках. Уста- 
новлено, чго лейкоциты могут фагопитировать серебро и доставлять его к очагам воспаления. 
Основное количество серебра содержится в печени. Серебро обнаружено в мозге. в легких. 
эритропитах. пигмеитной оболочке глаза. гипофизе. 

Оценку солержания серебра в организме проводят по результатам исследования крови. мочи 
и волос. 

Причины и основные проявления дефицита серебра в организме изучены нелостаточно. 
Причины избытка серебра: 

поступление серебра в оргапизм в токсических лозах (в результаге несчастных случаев); 
поступление в организм металлического серебра (при длительном контакте); 

вдыхание мыли бромистого и сернистого серебра на произволстве; 

длительное лечение препаратами азотнокислого серебра. 

С целью выведения из оргапизма избытка серебра назначают срелства, оказывающие дре- 
нажное действие на органы, которые пакаиливают серебро (печень, почки), а также препараты 
меди (для повышения активности медьзависимых фермснтов). Показаны симптоматические 
средства и хелатирующая терапия. 

Основные проявления избытка серебра: 

признаки поражения ЦНС: 

расстройства зрения в результате отложения серебра н сетчатке глаза; 

першение в горле. кашель, насморк с кровянистыми вылелениями, слезотечение (при влы- 
хании пыли с солями серебра): 

снижение кровяного давления: 

бурый или сероватый оттенок кожи и слизистых оболочек (аргироз); 

боли в правом подреберье, увеличение печени: 

катаральные гастриты: 

тошнота. рвота, диарея; 

аргирия — образование отложений серебра в коже (при хроническом воздействии). 
Синергисты и антагонисты серебра 

Серебро — антагонист мели (угистение Си-зависимых ферментов). 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритстные: содержание серебра в моче. 

Дополнительные: содержание серебра в плазме/сыворотке крови. волосах. 
Токсикокинетические характеристики серебра привелены в табл. 8-43. 

Токсическая доза серебра для человска 60 мг, летальная лоза — 1,3—6.2 г. 


Содержание серебра в биожидкостях и тканях организма человека при интоксикации и ле- 
тальпом исходе приведено в табл. 8-45. 
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Таблица 8-43. Токсикокинетическис характеристики ссребра 


Суточное поступление с продуктами питания 0.07 мг 
Резорбиия из ЖКТ в кровь 5% 
Суточное вывеление: 
моча 0.008 мт 
кал 0.06 мт 
пот 0.0003 мі 


прочне (волосы и яр.) 
Перной полувывезения (Т, .)* 
Объем распределения (М 
Связывание с белками плазмы (ҒЫ) 
Срелисе содержание: 


0.00065 мг 
45—32; 81)—160 сут 
р 


> 


организм человека массой 70 кг 1.1 ме/кг 

кости 0.001—0.44 мг/кг 
мыншы 0.009—0.28 мг/кг 
кровь 0.003 — 2.7 мкг/л 


сыворотка крови 


0.002 мг/я 


нечель 0,005 —0.02 мг/кг 
моча 0.093 мг/л 
волосы 0.005—0.2 мг/кг 


зубы (эмаль) 
зубы (лентии) 
ногти 


0.0434—2.2 мг/кг 
(.005—0.56 мг/кг 
0.002—. 1,4 мг/ю 
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“ По разным источникам 


Таблица 8-44. Содержание серебра в бножилкостих и тканях при нитоксикации и летальном исходе 


Бносубстрат 


Концентрация 
ори летальном исхоле 


Концентрация 
при интоксикации 


Сыворотка/лплазма крови 0.00$3—0.01: > 0.3 мг/л 


Мочи” 0.089; > 0.550 мг/сут | 
Печень 16,3 мг/кг 
Мозг 0.6 мг/кг 


Примечание. По разным псточинкам 


Золото (Аи) 

Сплавы золота с другими благоровиыми металлами широко применяются в приборострое- 
нии. космической. электронной и медицинской промышленности. при изготовлении ювелип- 
ных изделий. медалсй и монет. 

В Средние вска золото использонали при лечении туберкулеза, проказы. сифилиса, эпилеп- 
сии. глазных болезней. злокачественных опухолей. В настоящес время пренарагы на основе 
различных солей золоти (зуранпофии. кризанол и др.) используются в терапии ревматоидного 
и псориатического артрита. синдрома Фелти. красной волчанки. Препараты золота вподят как 
инутрь. так и нарентерально в виде коллоидных растворов (так называемая хризотерания). 
Как иравило. препараты золота имеют много побочных эффектов и противопоказаний. Ра- 
лиоактивиое золото (""Аш) применяется при лечении некоторых опухолей и в перную очередь 
рака легких. Золото оказывает антисеитическое лейстние на бактерии н вирусы. Коэффипиент 
резорбции золога из ЖКТ в кровь в срелнем составляет 10%. Коллонлное золого всасывается 
зничительно меньше. 
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В организме взрослого человека солержится около 10 мг золота, примерио половипа этого 
количества находится в костях. Распрелеление золота в организме зависит от растворимости 
сто сослиисиий. Коллоилные соединения в большей степени накапливаются в печени, раство- 
римые — в почках. Сведения о скорости выведения золота из организма разноречивы (от 3 до 
240 сут). 

Механизм действия сосдинений золота до конпа неясен, однако в настоящее время из- 
вестно. что золото может вхолить в состав металлопротеинов. взаимолействовать с медью и с 
протеазами. гилролизуюшими коллаген. так же как и с эластазами и лругими активными ком- 
понентами соединительной ткани. Золото может вовлекаться в процессы связывания гормонов 
в тканях. 

Оценку содержания золота в организме проводят по результатам исслелования крови, волос 
и биоптатов. При отравлении золотом в моче повышается содержаинс копропорфирииа. де- 
льга-аминолсвуленовой кислоты (ДАЛК) полобно отравлению свинцом. 

Золото относят к потенииально токсичным (иммунотоксичным) элементам. Металличсскос 
золото почти не всасывается. ланные о его токсичности отсутствуют. В то же время искоторыс 
соли золота облалают токсическим свойством. сходным с таковым у ртути. 

Несмотря на то что золото являстся инертным металлом. у части людей при пошении золо- 
тых ювелирных украшений развивается контактный дерматит. Иногда золого можег вызывать 
сенсибилизацию организма при использовании в стоматологической практике. применении 
золотых питей для армирования лица и тела и в ряде лругих случаев. 

Выражеииое разлражающее действие па кожу оказывают золота хлорид. трихлорил. цианил, 
калия дицианозурат (который используется в электронной и химической промышленности, а 
также при производстве фаянса). 

Отравление золотом иаблюдается очень редко. Механизм токсичности золота основаи на 
большом сродстве этого элемента к сульфгилрильным групиам 5Н-солержаших белков, в ре- 
зультате чего золото иигибирует $Н-фермеиты. Этот механизм реализуется, например. при 
лечении больных ревматоидным артритом. когла ллительное ввеление препаратов золота при- 
водит к снижению активиости сульфгилридьных систем и энзимпых комплексов лейкоцитов 
и в конечном счете к уменыиению конпентрации ревматоилного фактора. Олнако негативное 
действие избыточного количества золота легко спимается ввелением 2.3-димеркаитопропра- 
нола. ЗН-группа которого отрывает золото от $ЗН-содержащих белков, восстанавливая их нор- 
мальные свойстна. 

Данные о пониженнном содержании золота и оргапизме отсутствуют. 

Причины избытка золота 

избыточное поступление; 

перслозировка при лечении препаратами золота. 

При интоксикации золотом используются комплексообразоватсли димеркаптол британский ан- 
тилюизит (2.3-димеркапто-1-пропанол (БАЛ) и О-пспицилламин (депен. купренил, купримин). 

В качестве вспомогательных средств применяют аидрогены. кортикостероиды, антитимо- 
цитарный глобулин. В некоторых случаях показана перссалка костного мозга, применение 
стимуляторов гемопоэза. 

Основные проявления избытка золота 
Острое отравление: 

состояние возбуждения: 

слюнотечение. металлический вкус во рту; 
рвота. спазмы. коликообразные боли в кишечнике, нонос: 
выделение белка с мочой: 

кожные сыпи. 

Хроническое отравление: 

симптомы угнетения ЦНС: 

боли ио ходу нервов: 

появление болезненных пятен на коже; 
усиленное потоотделение: 

боли в костях, суставах. мышцах: 

отеки ног: 
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конъюнктивит: 
апластическая гипоплазия костного мозга; 
панпитопения (лейкопения. тромбоцитопения): 
уменьшение массы тела. 
Побочные явления и отдаленные послелствия хризотерапии: 
повышенне температуры тела, неломогание; 
зуц, воспаление кожи. генерализованная экзема; 
боли в костях и суставах: 
воспаление слизистых оболочек языка и полости рта; 
болн в глоткг. рвота. понос: 
апластическая апемия: 
гломерулонефрит: нефротический синяром. 
Синергисты и антагонисты золота 
Химические элементы. которые могут быть синергистами и антагонистами золота, ис уста- 
новлены. 
Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: в ногтях (ног и рук). волосах (корреляция с общим содержанием Ап в ор- 
гапизме). 
Дополнительные: содержание золота в моче (ири высокой экспозниии), плазме/сыворотке 
крови. 
Солержание золота в биожилкостях и тканях оргапизма человека при леталыюм исходе 
иривелено в табл. 8-45, 


Таблииа 8-45. ражИис золота в бножилкостях (н мг/л) и тканях (в мг/кг) ири детальном исхоле 


Биосубстрагы Кровь. Селезенка | ечень Почки (корковое Почки. (мозговое 
вешество} ЕШІСЕГИЭЈ 
Срелиее значение |0.4 0.7 2.6 15.7 ПЕ 


Элементы И группы Периодической системы элементов (бериллий, стронций, барий, 
цинк, кадмий. ртуть) 


Бериллий (Ве) 

Бериллий используется в сплавах с медью и никелем для увеличения их тепло- и электро- 
проволности, применястся в атомной. авиационной и космической промышленности. прибо- 
ростроснии, производстве люминесцентных ламп. Бериллий являстся одним из компонентов 
ракетного топлим. В мелипине бериллий применяется в рентгеновских установках. 

Бериллий относится к высокотоксичным химическим элементам. В организм человека бе- 
риллий может поступать как с пишей. так н через лсгкие. При ноступлении в растворимой 
форме в ЖКТ берпилаий взаимолействусг с фосфатами и образует плохо растворимый Ве,(РО,), 
или сиязывается белками эпителиальных клеток в прочные протеинаты. Поэтому всасывас- 
мость бериллия в ЖКТ ненелика и зависит от кислотности желулочного сока. 

Бериллий постоянно присутствует в крови. косгной. мышечной ткани (0,001—0.403 мкг/г) 
и лругих органах. Установлено. чго бериллий может лепонироваться в легких. печени. лимфа- 
тических узлах, костях. миокарде. Бериллий. поступивший в кровь. вывойится нз организма 
преимушественио с мочой. 

Физиологическая роль бериллия изучена нелостаточно. однако известно. что бериллни мо- 
жет принимать участие в регулянии фосфориа-калынсвого обмена. подлержании иммунного 
статуса оргиинзма. Установлено. что активность сослинений бериллия отчетливо проявляется в 
разничных биохимических препранениях, связанных с участием неорганических фосфатов. 

Оипеику солержаиня бериллия в организме иронолят по пезульгигам исследования мочи, волос. 
плазмы (сыворотки) крони. Дополнительно определяют кониенграпию магния в волосах и плазме 
(сыворотке) крови. изучается содержание сывороточиых белков и аминокислот в моче. При ин- 
токсикаиин бериллием уровень ІС и ША повышен. ІЕМ и аминокислот и моче понижен. 
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Для полтверждення дизгиоза хронического бернялиоза используют следующие уесты: 
определение содержания бериллия в бнолтате костной ткани; 

определение содержапия бериллия в биоптаге легочной ткали; 

определение уроння иммуноглобулинов в сыворотке крови; 

опенка функиии легких; 

определение клирсиса мочевой кислоты (сииженис показателя свидетельствуст о осриллиозс). 
Повышенное содержание бериллия в цище способствует образованию фосфата бериллия и 
разрушению костной ткани. Известно. что введсине бериллня животным вызывает бериллие- 
вый рахит и даже пебольшое количество бериллия в составе костей приволиг к их размягчению 
{бериллиоз). В месгах парентерального введения бериллия происходит разрушение окружаю- 
ших тканей. Депопируется бериллий в костях и печени. 

Бериллий — гоксичный, каниерогсиный н мугагенный элемент. Пазогениое действие бе- 
риллия наблюдается при его ингаляции в концентрациях. которые превышают ПЛК в 2 раза 
и болес. Соли бериллия в коицентрации | мкмоль/л спенифически ингибируюг активность 
шелочиой фосфатазы, угистаюше действуют на другие ферменты. Достаточно хорошо изучены 
иммунотоксические свойства бериллия. Различают острые и хронические отравления берил- 
лием. Известно, например, чю элиминаиия сосдинсиий бериллия из организма (особенио 
из органов лимфатической системы, где оии аккумулируютси) происхояитг чрезвычайно мед- 
ленно. в течение более 10 лет. Повышениый уровень бериллия встречается в семьях рабочих. 
контакғируюших с ним на произволстве. 

Даниые о пониженном содержании бериллия в организме отсутствуют. 

Причина избытка бериллия: 

• избыточиое поступление. 

Для предунреждения разннтия патологии, вызывасмой контактом с сосдииениями бериланя 
на производстве, необходимо строго соблюдать правила техники безонасиости (использование 
ресниримора, сменной одежды и т.д.). устранять действие на организм возможных разаражите- 
лей (пикогни. холодный сухой воздух, спреи). 

При хронической интексикации необходимо сменить место работы. 

Для лечения бериляиоза применяются специальные препараты, способные обеспечить свя- 
зыванис и выведсине из организма иопов бериллия. пренарагы магния, а также стероиды. 
брюиходилататоры, карлиотропные препараты, иммуностимуляторы. 

Основные проявления избытка бериллия: 

поражение легочной ткапи (фиброз, саркоидоз); 

поражения кожи — экземы, эритемы, дерматоз (при контактах сослинсний бериллия с ко- 
жей); 

бериллиоз; 

литейная лихоралка (разаражеиние слизистых оболочек глаз и лыхательных путей); 

эрочии слизистых оболочек ЖКТ; 

нарушения функций миокарда. нечени; 

развитие зутонммупных процессов. опухолей. 

Синергисты и антагонисты бериллия 

Антагонистом бериллия является магний. Магний в оргаинзме иреимушествеино находится 
нпутри клеток, где образует сосиииения с белками и пуклеиновыми кислотами. содержашие 
связи МЕ-М и Мр-О. Сходство физико-химических характеристик понов Ве” и Ма? обуслов- 
ливаст их способность к взаимному замещению в таких соелинениях. Это объясняст, в част- 
ности, ингибирование магнийсодержащих ферментов ири поналании в ортянизм бериллия. 

Индикаторы жспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание бериллия в моче. биоптатах костной тклии и легочной ткани. 

Дополнительные: содержание бериллия в плазмс/сыворотке крови, Ме в плазмс/сыворотке 
крови. белка в сыворотке крови (уровень 126 и ІВА — повышен. ВМ — сиижеп). солержание 
амииокислот п моче — сиижено; тестирование функний легких; клиренс мочевой кислоты 
снижен. 

Токсикокинетические характеристики бериллия приведены в табл. 8-46. 

Солержание бериллия в моче при иптоксикации и летальном исходе приведено в табл. 8-47. 
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Табанца 8-46. Токсикокинетические характеристики бериллия 


Суточнос поступлецие с продуктами питания 0.012 мг 


Суточное постуиление с возлухом 0.000009 мт 
Рсзорбция из ЖКТ в кровь 1—10% 
Суточное выведение: 
моча 0,001 мг 
кал 0,01 мг 
пот Ы. 
__ прочие (волосы и др.) Е 
Периол пояуныведения (Т, „) 1040 сут 
Объем распределения (№0) 2 
Связывание с белками плазмы (ЕРЪ) 0.7 
Средиее солержапине: 
организм человска массой 70 кг 0.036 мг 
кости 0.0003 мг/кг 
мышцы 0.00079-—-0.032 мг/кг 
кровь < 0.001 мг/л 
моча 0.0005 мг/л 
волосы 0.005—0,01 мг/кг 


Таблице 8-47. Содержание бериллия в моче при интоксикаиия и летальном исхоле 


Биосубстрат Конментрация при интоксикации ` Концентрация при летальном исходе 
Моча > 0.02 мг/л 1,7—1,9 мг/л 


Стронций (5г) 

Стронций применяется при производстве кинескопов телсвизиоиной аппаратуры. Строн- 
ций используется в металлургии. производстве аккумуляторов и пиротехиичсских средств. 
В медицине радиоактивные изотопы “г и %$г применяюг в лучевой терапии костных опу- 
холей. Изотопы стронция могут образовываться при ядериых взрывах и авариях на объектах 
атомной энергетики и приводигь к поражению костного мозга и развигию лейкемии и рака 
костей. Особо опасеи лля организма ралиоактивиый стронций-90, который при попалапии в 
костную ткань способен воздействовать на костный мозг и нарушать ироцессы кронстворсния. 
Ингаляция сослинеинй стронния иилуинруст фибротические измепения в легких. 

При избыточном поступлении строиция возникаст так пазывасмый строииисевый рахит или 
уровская болезнь. Это энлемическое заболевание, впервые обнаружениос у насслепия, иро- 
живающего вблизи реки Уров в Восточной Сибири. Уровская болезнь возиикает вслелствие 
вытеснения ионов кальция ионами стронция из костиой ткани или поныиеинного поступления 
в организм стронция на фоне лефицита кальция. Накопление в организме стронция приволит 
к поражепию всего организма, однако наиболее типичным для этого заболевания является раз- 
витие листрофических изменений костно-суставной системы в период роста и развития орга- 
низма (формируется симметричный леформирующий остеопороз из-за торможения роста кос- 
тей со стороны метаэзпифизариых хряшей). Болезнь у человека впервые описана российскими 
врачами Н.М. Кашиным и Е.В. Беком в 1895—1900 гг. (второе название уровской болезни — 
болезнь Кашина— Бека). Как правило. это заболевание сопровожластся выражениым наруше- 
нием фосфорио-кальниевого соотношения в крови, дисбактериозом кишечника, 

Причины избытка стронция 
• избыточное поступление; 

• нарушение регуляпии обмеиа стронция. 

Для выведения избытка строниня из организма используют препараты магния. кальция, расти- 

тельные пишевые волокна. сульфат натрия. При интоксикации стронцием показан М№а,Са-ЭДТА, 
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Основные проявления избытка стронция: 
• рахитоподобные заболевания; 
• уровская болезиь; 
• фиброз легких. 

Синергисты и антагонисты стронция 

Кальций, входящий в состав костной ткани. по своим свойствам близок к строниию, ноэ- 
тому ионы стронция могут замешать кальций в костях. При этом наблюластся как синергизм, 
так и антагонизм стронция. Витамин Р. лактоза. аминокислоты, лизин и аргиипи улучша- 
юг абсорбцию строиция. Богатая пищевыми волокиами растительная пиша. сульфат натрия 
уменыпают усвоение стронция. 

Индикаторы экспозиции/иитоксикации 

Приоритетные: содержание строипия в волосах, моче. 

Дополнительные: солержанис стронция в рубиах, биоптатах костной ткани. 

Токсикокинетичсские характеристики строиция приведены в табл. 8-48. 


Таблипа 8-48. Токсикокиистические характеристики стронция 


Суточиое поступление с продуктами питания — 1.9 м 


Резорбция из ЖКТ в кровь 10—60% 
Суточное выведение: 

моча 0.34 мг 

кал 1.5 мг 

ног 0.02 мг 

прочис (волосы и др.) 0.0002 мг 
Период полувывеления (Т, „) До 900) сут 
Объем распределения (МА с 
Связывание с белками плазмы (ГЪ) Э 
Среднее содержание: 

организм человека массой 70 к! 320 мг 


кости 

мышцы 

кровь 
сыворотка крови 
моча 

волосы 

зубы (эмаль) 
зубы (дентини) 
ногти 

печень 


36—100 мг/кі 
0.12—0,35 мг/кг 
0,031 мг/л 
0.01—0.100 мг/л 
0.17 мг/л 
0.25—15 мг/кг 
70—100 мг/кг 
81—110 мг/кг 
0.017—0.65 мг/кг 
0.05—0.15 мг/кг 


Барий (Ва) 

Барий примснястся иреимушественно в виде соли Ва50, в псфтяпой и газодобывающей иро- 
мышленности, при производстве стекол. красок, эмалей, в вакуумной и ииротехнике. В медиии- 
не сго используют как контрастное вещество ири рентгенологических исследованиях ЖКТ. 

Барий относится к токсичным микроэлсмситам. Содержание бария в организме взрослого 
человека составляет около 20 мг, среднесуточное постуиление — 0,3—1 мг. Всасывасмость 
растворимых солей бария в желулочио-кишечиом тракте составляет около 10%, иногда до 
30%. В дыхательных путях резорбция достигает 60—80%. Солержание бария в плазме крови 
изменяется параллельио изменениям концентрации кальция. В иезначительных количествах 
барий находится во всех органах и тканях. Около 90% всего содержащегося в организме бария 
находится в костях и зубах. 
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Установлено. что при ишемической болезин серлца. хронической коронарной ислостагоч- 
пости. заболеваниях органов пишсварсиия содержание бария в тканях снижается. Даже в нич- 
тожных кониентрациях барий оказывает выражсиное влияние на гладкие мышцы. 

Оценку солержания бария в организме проводят по результатам исследований крови, мочи и 
волос. Среднее содержание бария в организме человска 22 мг (из иих в костях— 20 мг). коицент- 
рация плазме крови составляст 50—90 мкг/л. в моче — 1.5—5.0 мкг/л. в волосах — 0,2—1.0 мкг/г. 

Барий оказываст нейротоксическое. кардиотоксическое и гематотоксическое действие. Дан- 
ные о пониженном содержапин бария в оргапизме отсутствуют. 

Причина избытка бария: 

• избыточное поступзение. в том числе за счет произволственных и бытовых отравлений. 

При отравлении солями бария и качестве зитидлотов применяют растпоримые серпокислые 
соли иатрия и магния. способствующие образованию трулнорастворимых сульфатов бария, 
которые затем улаляются из организма. 

Основные проявления избытка бария 

Острое отравление: 

жжение во рту и пищеводе, обильное слюиоотделение, тошиота, рвота, колики, диарея: 
головокружение. шум в ушах, расстройства координации движений и мозговой леятельности: 
бледность кожных покровов. обильный холодный пот: 

слабость пульса. браликардия. экстрасистолия. 

Хроническое отравление: 

• пневмокониоз (баритоз). развивающийся при хроническом влыхаиин пыли сульфата бария 

и отличающийся относпгельно доброкачествениым течением. 

Синергисты и антагонисты бария 

Кальций. в основном выходяший в состав костной ткани, по своим свойствам близок к 
барию, поэтому ионы бария могут замешать кальций в костях. При этом иаблюдается как си- 
нергизм, так и антагонизм. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Прноритетные: содержание бария в волосах, иогтях. 

Дополнительные: содержание бария в моче. 

Содержание бария в биожидкосгях и тканях организма человека при летальном исходе при- 
ведено в табл. 8-49. 


Таблина 8-49. Солержание бария в биожилкостих (мг/кг) и тканях (мг/л) при летальном исхоле 


Биосубстраты Кровь Мозг Печень Желчь Почки Селезенка 


Средиее значение 1.9 0.3 1.6 6.1 7.5 5.9 


При интоксикации концентрация бария в цельной крови составляет 0,26 мг/л, в моче — 
0.28 МР, /2 Е 


Цинк (2л) 

Цинк используется при гальванизации железа. в сплавах (латунь); в аккумуляторных бата- 
реях и как стабилизатор полимеров. Приролиым источником цинка являются минералы (сфа- 
лери). 

В мединиие цинк применяют в ралиоизотопиой диагностике, в том числе как метку для 
пинксодержаших ферментов. Сульфат цинка используют при определениях свертываемости 
крови. В послелние годы соединения п (глюкоиат, аспарагинат, пиколинаг и др.) стали ши- 
роко применяться в дерматологии. эндокринологии, при лечении нммунодефицитных состо- 
яний. 

Цинк можно обнаружить во всех орглиах н тканях. но паиболышнес сего количество содср- 
жится в гипофизе. предстательной. поджелудочной железе, спермс. коже. волосах, мышечной 
гкаии, клетках крови. На рис. 8-50 представлена схема обмена циика в организме человека. 
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Поступление с пищей 
(8—15 мг/сут) 2п-содержащие 
©) ферменты 
|| 
Фитаты | 
Пишевые волокна! 
Ре”, Са“ 


ШЕ ЗШЫГ 0 
рн Всасывание 20-30% 
РЬ", СЫ хла Е Пл | —> Цинк плазмы 
(+) ; Выделение с 


поджелудочной 7 
— железой 
Белок 
а 
Тионеин ——__ Выделение с мочой 
у | и перспирацией 
Выведение у 
скалом 7п-метаплотионеин 


(депо в печени) 


Рис. 8-50. Обмен цинка в организме человека. 


Циик является кофактором большой групны ферментов, участвующих в белковом и лругих 
видах обмена. поэтому он необхолим для нормального протскания многих биохимических 
происссов (см. гл. 8. 5.1). Этот элемент требустся лля синтеза белков. в том числе коллагена. и 
формирования костей. Циик принимаст участие в делении и лифферениировке клеток. спср- 
матогенезе, формировании Т-клеточного иммуинтета, выработке инсулина поджелулочной же- 
лезой. регспорацни кожи. росте волос и ногтей. секреции сальных желез. биотрансформации 
алкоголя (см. гл. 8.1). кроветворении. ранозаживлении, способствует всасываиию витаминов А 
и Е. подлержанию их нормальной концентрации в крови. 

Оценку содержания циика в организме проводят ио результалам исследования волос, сыво- 
ротки и цельной крови. Определяют активность ферментов карбоацгидразы. сорбитлегидроге- 
назы, лактатдегиадрогеиазы и щелочной фосфатазы. 

Пониженное содержание цинка в организме 

Нередко снижспие содержания циника в организме может быть следствием избыточного 
поступления в организм меди, кадмия. свинца. являющихся функциональными антагонистами 
цинка, особенно на фоне нсполноцениого питания (дефицит белка), а также хронического 
злоупотребления алкоголем. Роль 2п при алкогольной интоксикации обусловлена сго участи- 
ем в метаболизме алкоголя (молекула алкогольдегилрогепазы содержит 4 атома Гл). На фоне 
дефицита 2п могут происходить задержка полового развития у мальчиков и потеря сиерматозо- 
идами способности оплодотворения яйцеклетки у мужчии. Дефицит пинка способствует уси- 
ленному накоплению кадмия. свинца, железа и меди. Избыточиое поступление циика может 
понизить общее содержание и посгупление в оргаиизм такого важного элемента, как мель. 

Причины дефицита цинка: 

состояния после операций. ожоги, парентеральное питание: 

избыточное поступление в организм эстрогенов. кортикостерондов. диуретиков и некото- 

рых других лекарств: 

избыточное поступление в организм мели. кадмия. свиица, ртути; 

злоупотребление алкоголем: 

усиленное расходование цинка (например. при беременности. кормлсини грулью, в период 

заживления ран и выздоровления после болезни): 

* нарушение всасывания иинка в кишечнике (дисбактериоз. ферментопатии и пр.); 
кишечные паразиты; 
• исориаз. себорся, повышенная потливость. 
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Основные проявления дефицита цинка: 

разлражитсльность, утомляемость, потеря памяти, нарушение сна; 
гиперактивиость: 

депрессивные состояния; 

прелрасположениость к алкоголизму; 

спинженне остроты зрения: 

потеря вкусовых ошушений, язвы во рту; 

расстройства обоняния: 

сииженпие аппетита; 

диарся: 

уменьшение массы тела. исхудание; 

накопление в организме железа, мели. кадмия, свиниа; 

чешуйчатые высыпания на коже, угри. фуруикулез. экзема, дерматит, псориаз, трофические 
язвы, плохое заживление ран: 

гассланвание ногтей, появление иа иих белых пятен; 

тусклый ивст волос. перхоть. замедление роста, выпаденне волос; 

спижение уровня инсулина, риск развития сахарного лиабста; 

залержка роста, позлнес половое созревание у детей (особенно у мальчиков); 
снижение оплолотворяющей способности сперматозоилов; 

синжение сексуальной активности. импотенция у мужчин; 

увеличение риска развития аленомы простаты; 

преждевременные ролы, рождение ослабленных детей, стсрильность у женщин; 
синжеине Т-клеточиого иммунитета, снижение сопротивляемости инфекциям; 
частые и ллительные простудные заболевания: 

аллергические заболевания; 

анемия: 

увеличение риска развития опухолевых процессов: 

ускоренное старение. 

Повышенная кониситрация пинка в волосах обычно свидетельствует о нарушении обмена 


веществ. которое может привести к дефициту н порераспределению цинка в организме, а не об 
избыточном поступлении цинка в организм. хотя это тоже возможно. 


Причины избытка цинка: 

избыточное поступление (при контакте с соединениями цинка на произволстве); 
некоитролируемое использование препаратов пинка, в том числе мазей; 
нарушение регуляпии обмена цинка. 

Основные проявления избытка цинка: 

нарушения иммунной системы. аутоиммунные рсакиии: 

нарушения состояния кожи, волос. погтей; 

болезнениая чувствительность желудка, тошнота; 

снижение содержания в организме железа. меди. кадмия; 

ослабление функций предстательной железы: 

ослабление функций полжелулочной железы: 

ослабление функний печени. 

Синергисты и антагонисты цинка 

Фупкционалыгыми антагонистами пинка являются мель, кадмий. свинец, особенно на фоне 


дефицита белка. Повышенное поступление фитатов. фосфатов. избыток кальция, прием корти- 
коилов. оральных контрацептивов, анаболиков. аптимстаболитов. лиуретиков. алкоголя, имму- 
носупрессоров могут привести к лефипиту иника в организме. Витамин А — синергист цинка 


Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: содержание цинка в моче, плазме и цельпой крови. волосах. 
Дополпительные: содержание циика в слюие. определение ретинолсвязывающего белка, 


активиость карбоангилразы; нарушения обопяпия и вкуса. 


Токсикокинстическис характеристики циика приведены в табл. 8-50. 
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Таблица 8-50. Токсикокинетические характеристики цинка 


Суточное поступление с продуктами питания 13 мг 


Суточное поступление с воздухом 
Резорбиия из ЖКТ в кровь 


Суточнос выведение: 
моча 
кал 
пот 
прочие (волосы и др.) 


Период полувыведения (Т, 


Объем распределения (Уй) 
Связывание с белками плазмы (ЕЪ) 
Среднее содержание: 

организм человека массой 70 кг 

кости 

кровь 

плазма/сыворотка 

печень 

мышны 

моча 


волосы? 


Ногти 

зубы (эмаль) 
зубы (дентии) 
грулное молоко 


* По рзаным источникам 


16 мг — мужчины, 
12 мг — жесишины 


0.01 мг 
20-30%. 


0.5 мг 

11 мг 

0.8 мг (2—3 мг в жарком климите) 
0.03 мг 


245 сут 
з 


0.99 


1.3—2.3 г 
75—170 мг/кг 
4—8.6 мг/л 
0,55—1.3 мг/л 
15—140 мг/кг 
240 мг/кг 

0.25 мг/л 
50—400 мг/к 
124—320 мг/кг 
73—304 мг/кг 
173—250 мг/кг 
200—365 мг/кг 
0.75—4 мг/л 


Токсическая доза цинка для человека (при хроническом послунлении) — 150—600 мг, ле- 


тальная доза —б г 


Содержание циика в биожидкостях оргапизма человска при интоксикации и лезалыюм 


исходе приведено в табл. 8-51. 


Таблица 8-51. Содержание цинка в биожидкостях при интоксикации и летальном исходе 


Бносубстрат Конпентрация при нитоксикации, — Коннентрания пря зетальном исхоле, 


Цсльная кровь 29—50 

Сыворотка/илизма крови 14.6—50 

Моча Более | мг/л 
Кадмий (Са) 


Кадмий относится к высокотоксичным металлам. 


мг/л 


Калмий применяется в ядерной энергетике, электронной и радиотехнической промышлен- 
ности. при производстве аккумуляторов. различных сплавов и красок. в качестве стабилизи- 
руюшей добавки при получении пластмасс. Кадмий попадает в окружающую среду с отходами 
иветной металлургии и при производстве минеральных удобрений. 

В медицииских целях сульфат калмия используюг при определении свертываемости крови. 
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Физиологическая роль кадмия изучена нелостагочно. Калмий обладает гоналотропным, му- 
атсиным, канперогенным, эмбриотропным свойствами, способсгвует возникновению почеч- 
ной дисфункиин. Онисано массовое отравление калмием жителей Японии, вызвавшее остео- 
маляцию, нефропатию. болезненность и многочисленные переломы костей (болезнь На!-Най. 
При хроническом кадмиозе в первую очередь поражаются мочевыводяшая и половая системы. 
Наблюдаются прогсинурия. глюкозурия. аминоацилоурия. В.-микроглобулинурия (см. гл. 2.4). 
простатопатия с риском возникионения иповообразований и некроза яичек. в моче обнару- 
живастся ретинолсвязывающий белок. Поражение броихолегочиой системы сопровождается 
фиброзными изменениями и повышением риска возникиовения эмфиземы. Развивается анс- 
мия, связанная со снижением всасывания железа в кишечнике и лизисом эритроцитов. По- 
вышается артериапьное давление. Отмечаются остеопластические и остеопорозные изменения 
костиой ткани. что связано с нарушенисм абсорбиин кальция в кишечнике и эндокринными 
расстройствами. 

Установлено. что кадмий тормозит преврашепие 25-гидроксикальциферола в 1.25-дигил- 
рохолекальциферол н ингибирует активность лизилоксилазы в костях. Кадмий связывастся с 
меркаптогруппами. фосфолипиаами. нуклеиновыми кислотами и влияет на иропессы фосфо- 
рилирования- 

Кадмий, поступающий в организм © влыхаемым воздухом, усваивается значительно лучше, 
чем поступающий © иншей и волой. Выкуривание всего одной сигареты увеличивает поступ- 
ление кадмия в организм на 0,[ мкг, т.е. сушествеино повышает риск интоксикации калмисм. 
Доказана роль кадмия в развитии рака легких и ракл почек у курящих, а также патологии 
предстительной железы. 

Калмий в организме человека транспортируется белком метаплотнонеином (см. гп. 8.5.1). 
аккумулируется в основном в почках. печени и двеналиатииерстной кишке. С возрастом со- 
лержание калмия в организме увеличивается. особенно у мужчин. 

Эстрогены усиливают выведение кадмия. что может быть связано с активизацией обмена меди. 

Прознление дерииита кадмия — замедление роста — установлено в эксперименте иа лабо- 
раторных животных. 

Причины избытка кадмия: 

• избыточное поступление; 
• дефицит цинка. сслена. меди. кальция. железа. 

Для профилактики кадмнозз необхолимо избегать контактов с калмием, строго выполнять 
правила техники безопасности на производстве. не курить и не вдыхать табачный лым. Токси- 
ческое действие калмия могут ослабить ниша, богатая белком. витамииио-мииеральные комп- 
лексы. солержашие Сп. Си, Ее. Зе, Са, фосфаты, витамины О. С, В,, метионин. 

При остром и хроническом огравлении кадмием назначают комнлексообразователи. Хе- 
латируюшая терания включает 2,3-лимеркаптосуицииовую кислоту (ДМСК). М№а,Са-ЭДТА в 
комбинации с гемолиализом и ввелением глютатиона, а также симптоматические средства — 
диуретики. стероиды и пр. 

Основные проявления избытка кадмия: 

простатопатия: 

карлнопатия, гипертония; 

эмфизема легких: 

остеопороз. леформания скелета: 

нефропатия: 

анемия; 

пефицит цинка. селена. мели. железа, кальшия. 

Синергисты и антагонисты кадмия 

$. $с, бл, Си. Са и раститсльные пишевые волокна замедляют усвоение кадмия. 
Индикаторы экспозиции/интоксикаиии 

Приоритетные: содержание калмня в моче, цельной крови. волосах, содержание В.-мнк- 
роглобулина в моче. 

Дополнительные: содержание ретинолсвязывающего белка. иммуноглобулинов в моче, по- 
вышенное нылеление Са. 4п. Си. Р с мочой. 

Токсикокинстические характеристики калмия привелены в табл. 8-52. 
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Таблица 8-52. Токсикокинстические характеристики калмия 


Суточное поступление с продуктами питалия 


Сугочное поступление с воздухом 
Резорбция из ЖКГ и легких в кровь 
Суточное выведение: 

моча 

кал 

пот 

прочне (волосы и др.) 
Период полувыведения (Т,„) 
Объем распределения (М) 
Свялыванис с белками плаамы (ЕБ) 
Срелиее солержание: 

организм человека массой 70 ке 

кости 

мышцы 


кровь 


сыворотка/ плазма крови 
моча 

волосы 

зубы (эмаль) 

зубы (дентин) 

ногти 


0,15 мг 
0.001 м! 
5% (ЖКТ), 10—50% (лсгкис) 


0,005 мг 
0.05 мг 


13—47 лет 
в 


9 


50 мг 
1.8 мг/кг 
0.14—3,2 мг/кг 


0.003—0.009 мг/л; 
до 0.009 мг/л — нскурящие; 
ло 0.015 мг/л — курящие 


0,0001—0.0015 мг/л 
0.002 мг/л 
0,35—2,43 мг/кг 
0.1—0.12 мг/кг 

< 0.0001—0,51 м/кг 
0.08—3.4 мг/кг 


печень 9.3—4.1 мг/кг 
__ грулное молоко 0,00007—0,0046 мг/л 


Токсическая доза капмия для человека 3—330 мг, летальная поза — 1.5—9 г. Калмий явля- 
ется одним из основных поллютантов окружающей среды. 


Содержание калмия в биожилкостях и тканях организма человека при летзльном исхоле 
представлено в табл. 8-53. 


Таблица 8-53. Содержанис кадмия в биожидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при летальном исходе 


Биосубстраты Кровь | Мозг Печень Почки Почки (мозговое 
корковое вещество) | вещество 
Среднсе значение | 1.1 0,5 80.0 80.0 8.9 
Ртуть (Ня) 


Ргуть является высокотоксичным металлом. 

Ртуть используется в промышленном производстве хлора н МаОН. в элсктроапнаратурс, 
люминесцентных ламнах. фунгицидах и т.д. Применение ртутных соединений в качестве ле- 
чебных средств началось в глубокой древиости при лечении кожных заболеваний и сифилиса. 
В современной медицине используется противовоспалительное. внтисептическое и дезинфи- 
цируюшее действие ртути. Ртуть используют в термометрах, манометрах, ртугно-квариевых 
лампах и других приборах медицинского назначения. 
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Токсичность ртути зависит от химической формы, в которой она попалает в организм (см. 
гл. 8.5.1 и 8.5.4). Элементная ртуть очень хорошо резорбируется в респираторном тракте. Ор- 
ганические соединения ртути (алкилртутные и арилртутные соелинения) всасываются в ЖКТ 
практически полностью. выводятся из организма в основном с калом (80%) и мочой. Макси - 
мальная концентраиия ртути отмечается в почках. 

При хроническом отравлении ртутью развивастся синдром меркуриазлизма с наруше- 
ниями деятельности ЦНС и пищеварительного тракта, возникновением дерматозов (мер- 
куриализм кожи). В Японии описано массовое отравление ртутью населения, получившее 
название «болезнь Минамата». Данные о пониженном содержании ртуги в организме от- 
сутствуют. 

Причины избытка ртути: 

избыточное поступление в организм при бытовых и профессиональных отравлениях: 
потребление загрязненных пишевых продуктов: 

лолговременный прием ртутьсолержаних препаратов, 

При умеренном накоплении ртути в организме назначают мочегоиные срелства. препарагы 
и БАД, содержание селен, серу, циик и витамни С. 

Для лечения отравлений ртутью и ее соелинениями используюг БАЛ. ДМСК. натрисвую 
соль 2,3-лимеркаптопропансульфоновой кислоты (ДМПС). сукиимер. 

Основные проявления избытка ртути: 

психические нарушения: головная боль. утомляемость, тревожность. раздражительность; 

ртугная энпефаловатия, сопровождающаяся нарушениями психикн и интеллекта; 

астеновегетативный синдром, мозжечковая атаксия, нарушения зрения и слуха, тремор кис- 
тей рук, век. губ и всего тела; 

» ртутная токсиколермия, лиффузная сливная сыпь. иногда геморрагического характера. эк- 
зема, выпадение волос, ломкость ногтей; 

лабильный пульс, тахикардия, высокая лихорадка; 

ртутный стоматит, гингивит. отек, эрозии и язвы слизистой оболочки полости рта. омерт- 

вление челюстных отростков. выпаление зубов: 

• ртутный язвенно-некротический гастроэнтерит, гастралгия, колики. понос, изьязвление и 
некроз стенки толстой кишки; 

• язвенно-некротический нефрозонефрит. протеинурия, боли. нарушение вылелительных 
функций вплоть до анурии; 

расстройства менструального цикла. выкидыши, внутриутробная гибель плода; 

изменение состава крови, гемолиз эритропитов. нарушения кроветворения. апемия с тяжс- 

лым течением. 

Для острого отравления парами ртути характерны повышение температуры (церебрального 
генеза), одышка. эмфизема легких. цианоз, лля хронического отравления — тремор. разлражи- 
тельность, поражения зубов и десен, акролиния (у летей). 

При остром отравлении неорганическими соединсниями ртути наблюдаются эрозни сли- 
зистых оболочек глотки и гортани. тошнота, рвота, а при хроническом отраюении к этим 
симптомам присоединяется протеинурия. Острое отравление орғаническими сослипениями 
ртути проявляется сужением полей зрения, расстройством речи и движений, парестезией. 
Хроническое отравление сопровождается поражением ЦНС, расстройством слуха и зре- 
ния. 

Синергисты и антагонисты ртути 

Антагонистами ртути являются пепсин, аминокислоты, 5е. Гл, $ и витамин С. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Прноритетные: содержание ртуги в цельной крови. проксимальных (2,5 см) участках волос. 
суточной моче. 

Дополнительные: активность лизосомальных ферментов в сыворотке крови. содержание 
белка в моче (см. гл. 8.5.4). 

Токсикокинетические характеристики ртути представлены в табл. 8-54. 
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Таблица 8-54. Токсикокинетические характеристики ртути 


Суточное посгупление с продуктами шиания 0.004—0,02 мі 


Суточное поступление с воздухом 


Резорбиия из ЖКТ и лсгких в кровь. % 


Суточное выведение: 
моча 
кал 
пот 
ирочис (волосы и др.) 


Период полувывезения (Т, „.) 


Объем распределения (Ма 
Связывание с белками плазмы (РО) 
Среднее содержанис: 

организм человека массой 70 к: 

кости 

мышцы 

кровь 

сыворотка/ плазма крови 

моча 

полосы 

зубы (дентин) 

могти 

исчень 


0,015 мг (в среднем 

0.004—0.02 ми 

— 1% из ЖКТ (элементная) 

80% (пары) из легких 

8— 15% (нсорвацические сослипепия) 
90—100% (органические сосдинения 


0.004 мг 
О.Е мг 
следы 
0.001 мг 


30 сут — неорганические соединения 
60 сут — органические сосдииения 


2 


? 


0.4—1.04 мг/кг 
0.45 мг/кӯ 
0.02—0.7 мг/кг 
0.003—9.01 мг/л 
0.02—0.058 мг/л 
0,002 мг/л 
0.5—1.5 мг/кг 
0.11--3.2 мг/кг 
0.07—7.3 мг/кг 
0. 14--1,3 мг/кг 


грудное молоко 0.0002—0.013 мг/л 


Токсическая доза ртути для человска 0,4 мг, лстальная доза 150—300 мг. 
Содержание ртути в биожидкостях и тканях организма человека при легальюм исходе 
вслелствие воздействия органических сослинений ртути представлено в табл. 8-55. 


Таблния 8-55. Содержание ртути в бножидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при лезальном исходе 


Биосубстраты Кровь Мозг Печень Почки Моча 


Среднее значение | 2.6 {0.6—6.0) |27 (18—35) 30 (3.2—78) 22 (2.4340) 0.8 (0.8) 


При иптоксикации концентрация ртути в цельной крови составляет 0.18—0.62 мғ/мл, в 
плазме крови — 0.8 мг/л. в моче — 0.09—0.25 мг/л; > 0.15 мг/сут. в печени 2.4—76 мг/кг. в 
волосах 60—200 мг/кг и более. 


Элементы Ш группы Периодической системы элементов 
(бор, алюминий, галлий, таллий) 


Бор (В) 

Соединения бора применяются для повышения твердости и жаропрочности стальных из- 
лелий: при строительстве атомных реакторов. ракет: в стекольной и химической промышлен- 
ности. В медицине издавна нримсняют соединения бора: бориую кислоту, буру. Известно, что 
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соединения бора обладают противовосналительным. гнполипилемическим и противоонухоле- 
вым свойствами. Препараты бора оказывают лечебное действие при остеопорозс. артритах и 
костиом флюорозс. Буру назначают при пачальных стадиях развития энилеисии. 

Содержанийся в пище бор быстро и почти полностью всасывастся. В организме солержится 
около 20 мг бора, из них 40% в мыннах и 37% в скслете. Бор обнаруживается во всех тканях и 
органах человека, однако н зубах и ногтях его концентрация в несколько раз выше. Бор выво- 
длится нз организма в основном с мочой (77%). 

В иекоторых регионах мира из-за повышенного содержания бора в окружающей среде в 
организм человсқа попалает ежедисвио 17—27 мг бора. и тогда сго коннентрация в крови зна- 
чительно возрастаст. Описано такос эндемическос заболевание. как борный энтерит, которое 
встречается па Южном Урале и на севере Казахстана. 

Бор играст сушествениую роль в обмене углеводов и жиров, ряяд витаминов и гормонов. 
влияет на активность некоторых ферментов. Показано, что введение бората натрия в дозе 5— 
10 мг/кг вызывает повышение уровия сахара в крови. Под влиянием боратов инактивируются 
витамины В, и В,,. угнетается окисление алреиалииа. 

Имеются данные, свидстельствуюшие о том, что бор играет регуляториую роль по отноше- 
нию к паратгормону н поэтому может косвенно влиять иа метаболизм кальция. магния. фос- 
фора н витамина О. Сосдинения бора используются в лечении и профилактике остеопороза. 

Оценка содержания бора в организме возможна по результатам исследования мочи, плазмы 
или сыворотки крови, реже волосам (см. гл. 8.6). 

Бор относят к условно-эссенциальным. иммунотоксичным элементам. Считается, что сред- 
песуточиой безопасной дозой бора для человека является 13 мг. 

Спринисвания раствором борной кислоты могут вызвать симптомы интоксикации. Об- 
работка сосков кормящих матерей раствором борной кислоты может вызвать отравление 
у грудных детей. При острой интоксикации сослииениями бори (бурой. борной кислотой) 
наблюдаются рвота и лругие диспепсические расстройства, а также шок. При влыханни га- 
зообразных соединений бора могут развиться сулороги, мышечные боли, психические нару- 
шения, диплопия. 

Причины дефицита бора: 

• нселостаточное поступление бора: 
• нарушение регуляции бора. 
Основные проявления дефицита бора: 
» задержка роста; 
» нарушение минерального обмена. 
Причина избытка бора: 
• избыточное поступление. 
Основные проявления избытка бора 
Острая интоксикация: 
тошиота, рвота, диарея; 
рибофливииурия: 
дерматит: 
летаргия. 
Хроническая интоксикания: 
потеря аппетита. тошиюта. рвота. водянистый стул. обезвоживание организма; 
сыпь и шелушение кожи: 
сииженис нолоной активности. ухулшение показателей снермограммы. 
Синергисты и антагонисты бора 
Бор тормозиг всасывание аскорбиновой кислоты. флавонончов. ссросолержаших амино- 
кислот. В то же время бор является синергистом хлора. усиливаег действие концентрнро- 
ванного алкоголя и некоторых антибиотиков. Обнаружена положительная корреляция межлу 
метаболизмом бора и цинка. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приорнтетные: содержание бора в моче. плазме/сыворогке крови. 

Токсикокинетичсскис характеристики бора ирсдставлены в табл. 8-56. 
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Таблица 8-56. Токснкокинетичсские характериетики бора 


Суточное поступление с продуктами питания 1.3 ме (1,1 мг — еше 
шсй. 0,23 мг — с водой) 
Резорбция из ЖКТ —100% 
Суточнос выведение: 
моча 1.0 м 
кал 0.22 мг 
пот ба 
прочие (волосы и лр.) 0.001 ме 
Период полувыведения (Т, 12—27 ч 
Объем расирелелення (М) 0.17—0.50 л/кг 
Связывание с белками плазмы (ЕЪ) менсе 10% 
Срелнее содсржанис: 
организм человека массой 70 кг 20 мг 
кости 1,1—3.3 мек 
мышцы 0,33 —1 мг/кг 
кровь 0.013—2 мг/л 
грудное мояоко 0.27 мг/л 
мочз 0.5 мг/л 
волосы 0.1—3,5 (7.5) мг/кг 
зубы (дентин) 5 м/кг 
ногти 33 мг/кг 
почки 0.6 мг/кг 
печень -0.2 ме/к 


При интоксикации бором концентрация его в крови составляет более 20 мг/л. 
Токсическая доза бора для человска 4 г. 


Алюминий (АЙ 

Соединения алюминия широко используют в авиационной промышленности. металлургии, 
электротехнике. пишевой промышленности и ряле других областей. 

В медипиие применяют лекарственыс препараты. содержание сосдинния алюминия. Гид- 
роксил алюминия принимают внутрь как антапилное средство при язвенной болезни желудка и 
лвеналиатиперстной кишки. острых и хронических гиперацилных гастригах и пишевых отравлс- 
ниях. Гилроксил алюминия вместе с оксидом магния вхолит в состав препарата альмагель и ряда 
других иолобных лекарств, применяемых в качестве обволакиваюнего. антанидного средства. 
Фосфат алюмипия обладает противоязвенным. адсорбирующим. обволакивающим свойствами, 
снижает кислотность желулочного сока. Белую глину (каолин) и жженые кваспы применяют 
наружио, как правило. в виде присынок. мазей и паст при лечении кожных заболеваний. 

В организм человека ежесуточно посгупаег от 5 до 50 мг алюминия в зависимости от реги- 
она проживания. Растительные продукты содержат в 50—100 раз больше алюминия. чем про- 
дукты животного происхождения. 

Алюминий. который находится в почве. обычно плохо усваивается растениями. Однако при 
новышении кислотности почвы усвоение алюминия растениями значительно увеличивается. 
Источниками поступления алюминия в организм являются питьевая вода, где его содержание 
составляет 2—4 мг/л, и воздух. 

Окружающая среда может быть загрязнена сослниениями алюминия в результате их вы- 
бросов в атмюсферу или сточные воды в районах расположения алюминиевых, горнорудных, 
лакокрасочных. бумажных. текстильных и других промышленных предприятий. Источниками 
повышенного поступления алюминия в организм человека могут быть запыленный воздух, за- 
грязненная питьевая вола и пиша (особенно консервированная). К источникам, которые могут 
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солержать избыток алюмииия. следует отнести чай, морковь. некогорыс травы и плавленые 

сыры. лекарственные вешества. антациды. лезолоранты, бумажные полотенца, а также про- 

дукты. контактирующие с алюминиевой фольгой. Известно, что использование алюминиевой 
посулы загрязняет пищу эгим металлом. 

У рабочих. коитактирующих с пылью. солержащей металлический алюминий или оксид алюми- 
ния (например, при работе с корунлом), могут возникать бронхолегочное восиалснис, развиваться 
необратимые фиброзные изменения в легких. Алюминий играет в организме важную физиологи- 
ческую роль: участвует в образовании фосфатных н белковых комплексов. в процессах регенера- 
ции костной, соединительной и эпителиальной ткани. оказывает в зависимости ог концентрации 
тормозящее или активирующее лействие на иншщеварительные ферменты, влияет на функцию око- 
лониттовидных желез. Алюминий в исболыних количествах исобхолим для организма, особенно 
для костной ткани. избыток его может прелставлять серьезную опасность лля злоровья. В нелом 
алюминий относят к токсичным (иммунотлоксичным. нефратоксичным) элементам. 

Опепку содержания алюминия в организме проводят по результатам исслелований крови. 
мочи и волос. Денонирустся алюминий в костях. печени. яегких и сером веществе головного 
мозга. С возрастом содержание этого элемента в легких и головиом мозге увеличивается. 

Повышенное солержание алюминия в волосах у мужчин встречастся чаше, чем у женшин. 
ау летей опо выше, чем у взрослых. 

Пониженное содержанис алюминия в волосах может свилетельствовать о нарушении об- 
менных процессов в костной ткани. передозировке комплексонов. алкалозе организма. 

При подозрении па интоксикацию алюминисм определяют сго содержание в сыворотке или 
плазме крови, моче, волосах. бионтатах костей, снинномозговой жидкости, а также проводят 
энцефалографию. денситомстрию. исследуют функции почск и легких. 

Токсичиость алюминия во многом связана с его антагонизмом по отношению к кальшию. маг- 
нию, фосфору. циику и мели, а также способностью влиять на функции околошитовидных желез, 
лсгко образовывать сослиисиия с белками, накапливаться в почках, костной и нервиой ткани. 

Порог токсичности алюминия 2 мг/сут. Органами-мишснями ири избыточных кониситра- 
циях алюминия в организме являются почки. ЦНС, кости. лсгкие. костный мозг, яичники, 
матка и молочные железы. 

Даиные о иониженпом содержании алюминия в организме человска отсутствуют. 

Причины избытка алюминия: 

острые отравления солями алюмипия на производстве; 

избыточное поступление оксида и солей алюминия с пишсй, питьевой водой, воздухом: 

поступление с лекарственными препаратами, дезодорантами; 

хроническая почечная недостаточность. 

При острой и хронической интоксикации алюминием обычно используют комилексообра- 

зователи и антагонисты алюминия. а также симитоматические средства. 

При восстановилельном лечении и в качестве ирофилактики избыточного поступления алю- 
миния в организм в качестве антагонистов. замелляющих всасывание алюминия и восиол- 
няющих дефицит жизненно важных вешеств. иснользуют лекарственные препараты и БАД, 
содержащие кальций. магний. фосфор. пинк, марганец. железо и медь. 

Симптоматическая терапия может включать мочегонные и желчегонные срелства, аитиок- 
сиданты, Ноотропные пренарагы, церебролизии и ряд других. в зависимости от клинической 
картины в каждом отдельном случае. 

Основные проявления избытка алюминия: 

• энцефалонатии, нарушения функвии ЦНС (ухулшение памяти. трудности в обучении. нс- 
рвозиость. склонпость к депрессии. прогрессирующее старческое слабоумие): 

• нсйро-легенеративные заболевания (болезнь Алыпеймера. болезнь Паркиисона), энцефа- 
лопатии: 

• џпарушения фосфорно-кальциевого обмена. гииернаратиреоилизм. склонность к развитию 
остеопороза. к остеохонлрозу. рахиту. остеопатиям и другим заболеваниям опорно-двига- 
тельного апнарата; 

» фиброзные уплотисиия в мягких тканях: 
алюминоз (алюминиевые легкие) с характерными патологическими изменениями в легоч- 
ной ткапи. сухим или ваажпым кашлем, рвушими болями во всем теле, потерей аппетита. 
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исхуданием, иногда расстройством пишеварспия. болями в желудке. изменениями состава 
крови (лимфоцитоз. эозинопения); 

снижение активности отдельных ферментов; 

занор; 

нарушение функции почек (нефропатии. увеличение риска мочекамениой болезни); 
снижение абсорбиии железа; 

спижение количества эритропитон и уровия гемоглобипа в крови: 

микроцитарная анемия (когорая может развиться у больных после гемодиализа); 

угнстение функний Т- и В-клеток, макрофагов; 

обострение аугоиммуиных заболеваний; 

нарушение обмена фосфора. магния. цинка, мели; 

имеются данные о мутагенной активности алюминия. 

Данные о проявлениях дефицита алюминия отсутствуют. 

Синергисты и антагонисты алюминия 

Алюминий тормозит усвоение многих элеменгов, витаминов (кальций, магний, железо. ви- 


тамин В,. аскорбиновая кислота) и ссросодсржащих амииокислог. 


Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: содержание алюминия в плазме/сыворотке крови. моче. волосах. 
Дополнительные: содержание алюминия в биоптате костной ткани, спнипномозговой жид- 


кости, соотношение содержания фосфата и кальция. активность шелочной фосфатазы. 


Токсикокинетические характеристики алюминия представлены в табл. 5-57. 
рактер р 


Таблица 8-57. Токсикокинетичсские характеристики алюминия 


Суточнос посгупление с продуктами питания 
Суточное поступление с воздухом 

Резорбция из ЖКТ и легких в кровь 
Суточное выведенис: 


45 мг 
0.01 мг 
2% — ЖКТ. ло 10% — легкие 


моча 0.01 мг 

кал 41 мг 

пот 0.1 мг 

ирочие (волосы и лр.) 0.0006 м: 
Пернон полувыведения (Т, „) 200 сут 
Объем распределения (М0) ? 
Связывание с белками плазмы (РО) 60—80% 
Среднее содержание: 

организм человека массой 70 кт 100 мг 

кости 7—10 мг/кг 

мышцы 0.7—28 мг/кг 

кровь 0.20 мг/л 

сыворотка/ плазма крови 0.002—0.03 мг/л 

моча 0.005 мг/л 

волосы 1-20 мг/кг 


зубы (эмаль) 
зубы (лентин) 


62—136 мг/кг 
12.5—86 мг/кӯ 


ногти 132—927 мг/к! 
печень 1—10 мг/кг 
грудное молоко 0.12—0.33 мг/л 
почки 0.4 мг/г 
мозг 2 мкг/кг 
легкие 50 мг/кг 


Токсическая доза алюминия для человека 5 г 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 855 


Содержание алюминия в тканях оргапизма человека при летальиом исходе преаставлено в 
табл. 8-58. 


Таблица 8-58. Солсржзние алюминия в тканях (в мг/кг) при четальном исходе 


Биосубстраты Легкие Мозг Печень Кости 


Средисс значение |430 5 Ф) 30 


При интоксикации концентрация алюминия в плазме крови составляет 0.4 мг/л. в моче — 
0.1—0.2 мг/л. 


Галлий (@а) 

Галлий используется при производстве светодиодов. полупроводников. легировании метал- 
лов. Одиим из папболсе распростраисиных полупроводниковых материалов является арссиид 
галлия. Широкое использование арсснила галлия с начала 80-х голов ХХ нека привело к уве- 
личению риска интоксикации этим элементом пе только работников электроипой промыш- 
ленности, по и населения, так как методы утилизации и рециркуляции отхолов, содержаших 
арсенид галлия, не были разработаны. Осиовной мишенью для арсенида галлия в организме 
является иммуиная система. Сплавы галлия с золотом применяются в ювелириом деле и при 
протезировании зубов. 

В медицине нитрат галлия используется при лечении гиперкальциемии у онкологических 
больных. у которых эффект позлейслвия достигается за счет угнетения активности остеоклас- 
тов. Радиоизотоп галлия примсияют в диагностике и лечении опухолевых заболеваний. 

Сослинения галлия плохо всасываются из ЖКТ. Коэфиииент резорбиии менее 0,1%. Наи- 
болес высокие концентрации галлия обнаруживаются в скелете, почках, печени и селезенке, 
наиболее низкие — в мышнах. Из организма галлий выводится преимущественно с мочой. 

Данные о понижениом содержании галлия в организме человека отсутствуют. 

Причина избытка галлия: 

» избыточное ноступленис- 

Осповные проявления избытка галлия: 

значительные колебания содержания калия и натрия в сыворотке крови: 

повреждения слизистых оболочск ЖКТ: 

усиление экскреции аминолевуленовой кислоты и порфиринов. 

Синергисты и антагонисты галлия 

Сиинергисты и аитагомисты галлия в настояшсе время не установлены. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритстные: солержание галлия в печени, ночках, моче. 

Дополнительные: содержание галлия в волосах. 


Таллий (ТП) 

Таллий — мягкий металл серебристо-белого цвета с сероватым оттенком. образует сплавы с 
большим количеством других металлов. Соединения таллия с мышьяком и фосфором исполь- 
зуются в качестве полупроволников. 

Источниками отравления таллием могуг служить бытовые срелства — химикаты, прелна- 
значенные для борьбы с грызунами. — ролентициды (сульфат таллия). Риску отравления тал- 
лием появергаются рабочие. запятые па таких произволствах. как обжиг нирита. плавление 
руд (сульфидиые рулы, богатые калием минералы), получение полупроводников. иемента. 
специального стекла с добавлением таллия. Постунать в организм таллий может также через 
загрязненные пищевые пролукты ичи с пылью. Известиы случаи использования солей таллия 
с целью убийства или самоубийства. 

Таллий облаласт выраженной токсичностью. которая обусловлена парушением ионного ба- 
ланса №? и К*. Ион ТГ образует прочные соединения с серосодержащими лиганцами и таким 
образом полавляст активность многих фсрмситов. Иопные ралиусы К” и Т’ близки. опи имсют 
сходные свойства и способны замещать друг друга в ферментах. Катпон ТІ" обладаст большей 
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по сравнению с К’ способностью пропикать через клеточную мембрану внугрь клетки. При 
этом скорость проникновения ТІ“ в 100 раз выше. чем щелочных металлов. Это вызывает рез- 
кое смешение равцовесия Ма’/К‘и ириводит к значительным функиионильным нарушениям 
ЦНС. Токсичность соедииений таллия для человека существенно выше, чем свинца и ртути. 

При остром отравлении таллием поражаются периферическая и центральная нервная сис- 
тема, сердие, гладкая мускулатура. печень, почки, кожа и волосы. 

Причина избытка тазлия: 

• избыточное поступление. 

Антидотами при отравлении таллисм являются ссросодержащие вешсства: пистин. мети- 
онин и лр.. которые связывают Т“ и способствуют его выведению из организма. Показаны 
также препараты К. Ме, $е. Ги. витамины (биотин) н симнтюматические средства. 

Основные проявления избытка таллия 

Острое отравление: 

• сильные боли по типу невралгий, гиперестезии в конечностях (приблизительно с 4-го дня 
после перорального поступления таллия): 

бессонница; 

истерия: 

расстройство зрсиия: 

спутанность сознания: 

тахикардия (резистеитиая к терапии обычными средствами); 

поражение потовых и сальпых желез кожи; 

выпадение волос из-за нарушения синтеза кератина (на 10—13-й день после отравления или 
несколько позже). 

Синергисты и антагонисты таллия 

Антагонистами таллия являются серосодержашие вешества. Таллий угнетает усвоение желе- 
за и способси вытеснять калий из организма. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание таллия в моче. фекалиях. волосах. цельной крови; тест для ран- 
ней (от 4—5 сут) диагностики иитоксикации — морфологические изменения волосяных фол- 
ликулов. обнаруженис в них темных пигментных отложений (утолшение Винли). 

Токсикокипетические харакгеристики таллия представлены в табл. 8-59. 


Таблица 8-59. Токсикокинстические характеристики таллия 


Суточное поступление с пролуктами питания 0.0015 ме 


Суточное поступление с возлухом 0. 00005 м! 
Резорбния из ЖКТ в кровь 45% 
Суточное выведение: 
моча 0.0005 мт 
кал 0.001 мг 
пот Е 
прочне (волосы и др.) 0.000001 мг 
Пернод полувыведения (Т, „) 2—10 сут 
Объем распределения (М0) 1—5 л/кг 
Связывание с белками плазмы (Е) ? 
Средиее содержание: 
организм чсловска массой 70 кг 6—9 мкг 
кости 0.002 мг/кг 
мыишы 0.07 мг/кг 
кровь 0.00005—0.0005 мг/л 


плазма /сыворотка крови 
моча 


0.0002—0.001 мг/л 
0.00025 мг/л 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 857 


Окончание табл. &-59 


волосы ло 0.02 мг/кт 

зубы (эмаль) 0.005 мг/кт 

ности 0.002—1.6 мг/кг 
печень 0.0005—0.002 мг/кг 


Летальная лоза таллия для человека 600 мг (8 мг/кг). Данные о токсической дозе таллия 
отсутствуют. 


Солержание таллия в биожидкостях и тканях организма человека при летальном исходе 
представлено в табл. 8-60. 


Таблния 8-60. Солержапие таллия в биожидкостях (в ми/л) и тканях (в мг/кг} при летальном исходе 


Биосубстраты Кровь Мозг Печень Почки Мочв 
Среднее значение 4.0 7.8 15 11 5.2 
(0.5—11) (3—15) {5--29) (6—20) (1.7—11) 


При интоксикации концентрация таллия в пельной крови составляст 0.008—0.8 мг/л, в моче — 
> 0,2 мг/л; > 0,5 мг/сут. 


Элементы У группы (германий, олово, свинец) 


Германий (Се) 

Германий получают как побочный продукт при очистке пника и мели. Отхолы углело- 
бывающей и коксовой промышленности служат источником загрязнения окружающей срелы 
германием. В золе лигнита содержится ло 120 мкг/г германия. Германий используется в про- 
изводстве полупроволников (пранзисторы. диоды и лр.}. оптических линз, детекторов ионизи- 
руюшего излучсиия. 

В мелициие гермапий применяют при лечении анемий и иммунодефицитных состояний. 

В организм человека германий поступает с пищей. Значительное количество германия со- 
держится в чеспоке, рыбе. отрубях. овошах, семенах, грибах. корис женьшеня (0.01—1 мкг/г). 
Нсоргапические соли германия более токсичны, чем органические. Имеются данные о смер- 
тельных случаях отравления БАД и препаратами. содержащими оргапические соли германия и 
олновременно загрязненные неорганическими солями германия. 

Содержание германия определяют в моче. а также в других биосубстратах. 

Проявление дефицита германия установлено на экспериментальных животных: развитие 
остеопороза, риск заболевания раком. 

Причины избытка германия: 

избыточное поступление; 

нарушение регуляции обмена германия. 

Основные проявлениях избытка германия: 

раздражение кожи (при контакте с СеСі,); 

поражение печепи и почек (при очень высоких дозах). 

Синергисты и антагонисты германия 

Синергисты и антагонисты германия не известиы. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание германия в моче. 

Дополнительные: разлражение кожи после контакта с соединениями германия. содержание 
тсрмания в печени и почках. 

Солержанис германия в биожилкостях н тканях организма чсловска ири летальном исходе 
нредставлено в табл, 8-61. 
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Таблица 8-61.Содсржание германия в биожилкостях (в мг/кг) и тканях (в мг/л) прн летальном исхочс 


Биосубстраты Плазма Печень Почки Моча 
Среднее зпаченис |4.3 1 17 15 
Олово (5п) 


Основным источником олова для промышленности являются минерапы касситерит и ста- 
нин. Олово используется в смазках и сплавах. а также в качестве добавки к полимерам, ири 
изготовлении тары для пиши, нриноев. 

Олово поступает в организм человека преимущественно с нишей. В молоке и свежих ово- 
щах содержание олова невелико и обычно составляет 1 мкг/г и ниже. Значителью выше солер- 
жание олова в жирах и жирной рыбе (ло 130 мкг/г). Олово может присутствовать в консервах 
и упаковочной фольге. 

Полагают, что оптимальное поступление олова в организм составляет 2—10 мг/сут. Дефицит 
олова может развиться при недостаточном поступлении (1 мг/сут и менее). з порог токсичнос- 
ти равеп 20 мг/сут. 

Олово вхолит в состав желудочного фермента. гастрина. оказывает влияние на активность 
флавиновых ферментов. способно усиливать процессы роста. 

Повышенное содержание олова в волосах может быть слелствием контакта с этим элемен- 
том на производстве и в быту (в первую очередь консервы и фторсолержащие зубные пасты). 
При избыточном поступлении в организм человека олово накапливается в печени, ночках, 
скелете и мыншах. Органические соелинения олова проявляют выраженный кумулятивный 
эффект с носледующим развитисм хромосомных аберраций в клетках костного мозга. 

Данные о пониженном содержании олова в организме человска отсутствуют. 

Причина избытка олова: 

• избыточное поступленис. 

Основные проявления избытка олова: 
головокружение; 

постоянная головная боль; 

расстройство зрения; 

раздражение кожи; 

станиоз (изменения в легких); 

снижение апистита; 

металлический привкус во рту; 

тошнота, боли в животе. понос; 

увеличение печени: 

повышение активности трансаминаз в крови: 
гипергликемия: 

снижение содержания в организме цинка и меди. 
Данные о проявлениях дефицита олова у человска отсутствуют. 
Синергисты и антагонисты олова 

Антагонистами олова являются пинк и медь. 
Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: содержание олова в мочс. 
Дополнительные: содержание олова в волосах. 
Токсикокинетическис характеристики олова представлены в табл. 8-62. 


"Таблица 8-62. Токсикокииетические характеристики олова 


Суточнос поступаснис с продуктами питания 4 м 
Суточиое поступяспис с возлухом 0,0000034 мі 
Резорбиия из ЖКТ в кровь 3% Ѕп’%; < 1% Ѕ5п“" 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 859 


Суточное выведение: 


Окончание табл. 8-62 


моча 0.02 м: 
кал 3.5 мг 
по 0.5 мг 
прочие (волосы и ар.) — 
Период полувыведения (Т, ,) 90—100 сут 
Объем распределения (№) ? 


Связывание с белками плазмы (Е) 
Срелисс содержанис: 
организм человека массой 70 кг 


" 


ланные противоречивы 


кости 1.4 мг/кг 
мышцы 0.33—2.4 мт/кг 
кровь До 0.002 мг/я 
моча 0.01 мг/л 
волосы 0,05—1.5 мг/кг 
зубы (эмаль) 93 мг/кг 

зубы (лентин) 0.21—120 мг/кг 
ногти 12 мг/кг 
печень 0.1-—1.0 мг/кт 


Токсическая доза олова для человека 2 г. 


Свинец (РБ) 

Свипец широко используется при производстве аккумуляторов. силовых кабелей. красок. 
стекла. керамики. различных смазок. этилированного бензина, срелств зашиты от ралиании и 
т.д. Свинец входит в состав припосв. шлифовальных паст для обработки кузовов автомобилей. 
В медицине применяют свинповую примочку. ацетат свинца — в косметологии для окраски 
седых волос. 

Свинец — это остсотропиый элемсит. замещающий кальций в кристаллах гидроксиаппатита 
Са, (РО,),(ОН),. При поступлении с пищей и водой свинеи распрелелястся в организме живот- 
ных и человека по скелетпому типу. Нзиболее высокая концентрация свинца в зубах. 

При контакте со свинцом па производстве с воздухом в организм человека может попадать 
значительное количество металла. При болыних концентрациях тетраэтилсвиниа возникает 
риск его проинкновения через кожу. Повышенное поступление с нишей кальция. фосфора. 
магния. цинка снижаст абсорбиию свинна. тогла как на фоне дефипита железа и перечислен - 
ных элементов поглощение свинца возрастаст. 

Гоксическое лействис свинца во многом обусловлено сго способностью образовывать ком- 
плексы с лиғгандами. содержащими сульфгидрильные и карбоксильные группы. производные 
имилазола, фосфат-ионы (см. гл. 8.5.1). Свинец снижает активность ферментов (папример 
АТФазы). нарушает синтез гема. порфириновый обмен. индупируст дефекты мембраи эритро- 
питов (см. гл. 2.4.2 и 8.3.4), 

БДУ свинца в волосах. рассчитанный для рабочих, контактирующих со свинцом на произ- 
водегие. 80— КЮ мкг/г. Для дегей БДУ не пояжеи превышать 9 мкг/г. Так называемый уровень 
*обеспокоениостие для детей составляет 5 мку/г. Принятые в РФ фоновые уровни свинца в 
волосах взрослых 2—4 мкг/г. 

Для всех регионов России свинец является основным аитроногенпым токсичным элементом 
из группы тяжелых мегаллов. Это связано с высоким индустриальным загрязнением и выбро- 
сами выхлопных газов автомобнльного транспорта, работавшего на этилированиом бензине. 
От < до 30% населения в различных городах России стралают от избытка свинца. 

Эссснциальность свиица доказана в лабораторных условиях в эксперименте на животных. 
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Причины избытка свинца: 
» избыточное поступление: 
» лсфипит в организме кальция, магния, цинка и железа. 

При умеренном избытке свинца и для профилактикн сатурнизма используют сульфатныс 
минеральные воды. пектин, альгинаты. желчегонные средства. поливигамины, пніневые кис- 
лоты, препараты кальция, магния. фосфора, цинка. железа. При интоксикации свинцом кроме 
профилактических срелств применяют хслатируюшую терапию (препараты ЭДТА, ДМСК. р- 
пеницилламин) и восстановленный глутатион. 

Основные проявления избытка свинца: 

повышенная возбудимость. слабость, утомляемость, снижение памяти; 

головная боль; 

поражение периферической нервной системы (боли в копечностях); 

появление свинцовой каймы на деснах: 

кариес зубов. артропатия. заболевания костной системы; 

повышение аргериального давлепия. атеросклероз; 

боли в животе (свинцовые колики). спастический запор; 

нстощенне. исхудание. снижение массы тела; 

нарушения порфиринового обмена: 

нефропатия, прогрессирующая почечная недостаточность; 

ухудшенис подвижности сперматозоидов и способности к онлодотворснию; 

снижение потенция; 

регикулоцитоз, анемия; 

снижение устойчивости к инфекциям (особенно у детей); 

синдром сатурнизма; 

снижение содержания в организме кальция, цинка, селена, магния. 

Нарушения развития у детей отмечаются при концситрации свинца в цельной крови ®— 
20 мкг/100 мл, снижение 1Ю у детей — 20—40 мкг/100 мл. периферическая нейропатия 
(у взрослых и детей) — 40—60 мкг/100 мл, хропическая нефропатия у взрослых — 60— 
80 мкг/ 100 мл, анемия и острая нефропатия удстей — 80— 100 мкг/ 100 мл, энцефалопатия — 100— 
120 мкг/100 мл. 

Данные о проявлениях дефицита свинна у человека отсутствуют. 

Синергисты и антагонисты свинца 

Серосолержащие амииокислоты. витамины А. С. Е. В-комилекс. фолиевая кислота. нико- 
тинамид, Са, Ме, Гл. Ее, Сг. Р, Ѕе способствуют снижению уровня свинца в организме. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание свинца в цельной крови, моче. 

Дополнительные: содержание свинца в волосах (2,5 см. проксимальная часть), свободный 
протопорфирин эритропятов (РЕР), ДАЛК в моче, дсгидратаза ДАЛК в крови. цинк-протонор- 
фирин в крови (см. гл. 8.5.4). 

Токсикокинетические характсристики свинца представлены в табл. 8-63. 


Таблица 8-63. Токсикокниетическис характеристики свиииз 


Суточное поступление с продуктами питания 0.4—0,5 мг. с водой до 0,1 мг 


Суточное поступление с возлухом 0.01 мг 
Рсзорбция из ЖКТ в кропь 8—20% 
Суточное выведение: 

моча 0.05 мг 

кал 0.3 мг 

пог 0,065 мг 

прочие (волосы и др.) 0.003 мг 
Период полувыведения (Т, а} 1000—12 (00 сут 
Объем распределения (Ма) и 


Связывание є белками плазмы (РЪ) ? 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 861 


Окончание таба. 8-63 


Срелиее содержание: 


организм человека массой 70 кг 120 м 

кости 3,6—250 мг/кг 
мыЫншыЫ 0.23— 1.3 мг/кг 
кронь 0.008 —0.269 мг/л 
моча 0.025 мг/л 
волосы .05—52 мг/кг 
зубы (эмаль) 7.3—23 мг/кг 
чубы (аенгии)} 3.6—36 мг/кг 
ногти 14—30 мг/кі 
печень 0,05—2.5 мг/кг 
грудное молоко 0.0036—0.03 мг/л 


Токсическая лоза свинца для человека 1 мг. летальная лоза 10 г. 
Содержание свинца в биожидкостях и тканях организма человска при лстальном исходе 
представлено в табл. 8-64. 


Таблица 8-64. Содержание свипца в биожидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при летальном ясхолс 


Биосубстраты Кровь Моз Печень Почки лоскне кости  Трубчатые кости 
Срелисс значение 0.95 —5.3 5.8 44) 8.8 268 132 


При интоксикации концентрация свиниа в цельной крови составляет 0.1—2.28 мг/л. в моче — 
0.05 —0.08 мг/л. в волосах — болсс 25 мг/кг (см. главу 8.5.4). 


Элементы У группы Периодической системы элементов 
(ванадий, мышьяк, сурьма, висмут) 


Ванадий (Г) 

Физиологическая роль ванадия недостаточно изучена. Полагают. что ванадий участвует в 
регуляции углеводного обмена и сердечно-сосудистой деятельности, метаболизме тканей кос- 
тей и зубов. является катализатором ряда окислительно-восстановительных процсссов. являст- 
ся регулятором соогношения №а`/К’, ингибитором АТФазы, рибонуклсазы и некоторых дру- 
гих ферментов. 

Ванадий вхолит в состав мышечной и костной ткани. накапливается в сердечной мышце. 
селезеике, шитовилной железе. легких, почках. жировой ткани. 

Оценку содержания ванадия в организме проводят по результатам исследований крови, 
мочи и волос. В качестве показателя интоксикации организма ваналием используют результаты 
опрелеления цистина в крови. моче, волосах и ногтях. 

Устаповлено. что он может тормозить синтез жирных кислот. подавлять образование холес- 
терина. Ваналий ингибирует фосфорилирование и синтез АТФ. снижает уровень коэнзимов А 
и О. стимулируег акгивность МАО. Известно также, что при шизофрении содержание ванадия 
в крови значительно повышено. 

Избыточное поступление ванадия в организм обычно связано с экологическими и произ- 
водственными факторами. При остром возлействии токсических лоз ваналия у рабочих отмеча- 
ются местные воспалительные реакции кожи и слизистых оболочек глаз, верхних дыхательных 
путей. скопление слизи в бронхах и альвеолах. Возпикают системные аллергические рсакипии 
тина астмы н экземы. а также лейкопения и апемия. Повышенное солержапие белков и хром- 
содержащих продуктов в рационе снижает токсическое лействие ваналия. 
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Причина дефицита ванадия: 
® недостаточное поступленис. 
Основные проявления дефицита ванадия: 
• увеличение риска развития атеросклероза и сахарного лиабета. 
Причина избытка ванадия: 
• избыточное поступление. 
Для выведения из организма избыточных количеств ванадия и детоксикации применяются 
комплексообразователи (ЭДТА) и препараты хрома. 
Основные проявления избытка ванадия 
Острая интоксикация: 
• воспапительные реакции кожи и слизистых оболочек глаз, глотки, верхиих дыхательных 
путей; 
аллергические реакции (экзема. астмополобные состояния); 
лейкопения, анемия. 
Хроническая интоксикация: 
снижение содержания в оргаиизме аскорбиновой кислогы; 
снижение содержания пистина в волосах; 
повышение частоты заболеваний бронхолсгочной системы: 
увеличение риска развития новообразований. 
Синергисты и антагонисты ванадия 
В настояшег время синергисты ванадия нс выявлены. Антагонистами ванадия являются 
хром и содержащиеся в пище белки. 
Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: солержание ваналия в цельной крови, моче, волосах. 
Токсикокинетические характеристики ванадия прелставлсны в табл. 8-65. 


Таблнца 8-65. Токсикокинсі ическис характсристики ваналия 


Суточнос поступление с пролуктами питання 2 мі 


Суточное поступление с ВОЗДУХОМ 0.0002 мг 
Резорбция из ЖКТ 0.1—2% 
Суточное выведение 
моча 0.03 мг 
кал 1,94 мг 
Период полувыведения (Т, „) 20—40 ч 
Объем распределения (УЗ 0.6 л/кі 
Связывание с белками плазмы (Е) 77% 
Среднее содержание: 
организм человска массой 70 кг 100 мк 
кости 0.0035 мг/кт 
мышны 0.02 мг/кг 
кровь < 0.0002 мг/л 
сыворотка крови 0.00015 мг/л 
моча 0.015 мг/л 
волосы 0.005—2.0 мг/кг 
зубы (ментии) 0.017 мг/кг 


Мышьяк (Аз) 

Мышьяк применяется для производства различных сплавов, полупроводников, красителей. 
аккумуляторов. пестицидов. составов для пропитки лревссины, а также в кожевенной, текс- 
тильной и стекольной промышленности. Сослинения мышьяка используются в мелицинских 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 863 


целях уже более 2000 лет. В насгояшее время неорганические соедннения мышьяка в пезначи- 

тельных количествах вхоцят в состав обшеукрепляющих и тонизирующих средств. содержатся 

в лечебиых минеральных водах и грязях, а органические сослинення мышьяка используются 

как протипомикробиые и противопротозойные препараты. 

В организм человека сослинения мышьяка поступают с интьевой и минеральной волой. 
винограаными винами и соками. морепродуктами, медицинскими препаратами. песгипилами. 
Депонируется мышьяк преимушественно в ретикулоэндотелиальной системе. 

Мышьяк может посгунать в организм в повышсиных количествах с атмосферным воздухом. 
Так. в городах при сжигании угля коннентрания мышьяка в воздухе составляет порядка 1— 
20 нг/м?; около мелеплавильных предприятий. когельных и ТЭЦ. работающих на угле. она 
может достигать 70—50 нг/м". а в экологически чистых районах концентрация мышьяка не пре- 
вышает 1 иг/м?. В почвах около медеплавильных комбинатов. обжиговых заводов. где налажено 
производство сплавов мышьяка. сго концентрация достигает 100—319) мкг/г и болсе, тогла как 
норма не должна превышать 4) мкг/г. Риск арсеноза также повьииен у курилыциков табакя. 

Значительные количества мышьяка содержатся в рыбьем жире и морской рыбе (до 10 мг/кг). 
винах (ло 1 мг/л и более). В нитьсвой воле содержание мышьяка составляет менее 10 мкг/л. 
однако в некоторых регионах мира (Индия. Бангладеш. Тайвань. Мексика) сопержание эгого 
элементи достигает более | мг/л. что являстся причиной массовых хропических отравлений 
мышьяком и вызывает так пазываемую болезнь «черной стопы. 

Мышьяк. поступающий с пищей. легко всасывается в кровь и быстро выводится в равных 
количествах с мочой и калом. Мышьяк накапливается в печени. почках. селезенке, легких, 
стенке пишеварительного тракта. Основное депо мышьяка — эритроциты и селезенка. Мышь- 
як лолго сохраняется в костях и волосах. 

Мынњяк относят к условно-эссенниальным. иммунотоксичным элементам. Известно. что 
мышьяк (тиоловый ял) взаимолействуют с тиоловыми группами белков. цистеином. глутати- 
опом, липосвой кислотой. нарушения обмена серы. селена и фосфора. Токсичность мышьяка 
зависит от его химических свойств и снижается в следующем порядке ряда: арсин > неоргани- 
ческий Аѕ? > органический Аз?” > неорганический Аз°°’> соедниения арсония > элементарный 
мышьяк. 

Оргапами-мишенями при избыточном содержании мышьяка в организме являются костный 
мозг, ЖКТ. кожа. легкие и почки. Предполагают. что неорганические соединения мыпюяка — 
каннерогены. Высокий уровень смертности от рака легких зарегистрирован срели рабочих, 
запятых на производстве мышьяксодержащих пестицидов, в добыче золота и выплавке спла- 
нов мышьяка с другими металлами, а также ивстных металлов и особенно меди. В результате 
длительного употребления загрязнениой мышьяком воды илн лекарственных препаратов пе- 
релко наблюдается развитие низколифферениированного рака кожи (рак Боуэна). Вероятно, 
гемангиоэндотелиома печени также является арсенозависимой опухолью. 

Данные о нроявлениях дефицита мышьяка отсутствуют. 

Причины избытка мышьяка: 

• избыточное поступление (постоянный контакт с мышьяком, загрязнение окружающей сре- 
ды. табакокурение. злоупотребление виногралным вином. длительное введение препаратов 
сальварсана): 
нарушение регуляции обмена мышьяка: 
усиленное накопление при недостаткс в организме селена. 

При остром отравлении мышьяком производят промывание желудка. а в случае поражения 
почек — гемолиализ. При остром н хроническом отравлении мышьяком применяют унитиол. 
ДМПС в качестве антилотов. Также слелуст использовать аитагонистические свойства селена. 
серы. фосфора. цинка. дополнительно вводить препараты витаминов А, С. Е и аминокислот. 

Основные проявления избытка мышьяка: 

• разлражительность. головная боль: 

• нарушение функций печени. развитие жирового гепатоза: 

» кожные аллергические реакции, экзема. дерматит. зуд, язвы. депигментация кожи. ладон- 
по-подошвсиный гнинеркератоз. конъюнктивит: 
поражение системы дыхания (фиброз. аллергозы. проболение носовой перегородки, опухоли): 
поражение сосудов (в первую очерсль нижних конечностей — эплоаигиит); 
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пефропатия; 

повышение риска развития новообразований кожи. печени. легких; 

при острой нитоксикации внутрисосулистый гемолиз, острая почечная, печеночная нело- 
статочность, кардиогенный шок; 

• отдаленные последствия — снижение остроты слуха у детей. поражение ЦНС (энцефалопа- 
тии, парушения речи, коордипации движений, судороги, психозы, полниевриты с болевым 
синдромом), нарушение трофики мышц. иммунодефицит. 

Синергисты и антагонисты мышьяка 

Мышьяк может усиленно накапливаться в организме при недостатке селена и тем самым 
способствовать дефициту селена. Антагонистами мышьяка являются сера. фосфор. селен. ви- 
тамины С и Е, аминокислоты. Мышьяк тормозит усвоение организмом цинка. селена, аскор- 
биновой кислоты. витаминов А и Е, аминокислот. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: солержание мышьяка в моче, волосах. ногтях. 

Дополнительные: Ѕе в моче, волосах, ногтях (Ѕе — антагонист А5). 

Токсикокинетические характеристики мышьяка ирсасгавлены в табл. 5-66. 


Таблица 8-66. Токсикокинстичсские характеристики мышьяка 


Суточноє поступленис с продукгами питания 1 мг 
Суточное поступление с возлухом 0.001 мг 


Резорбция из ЖКТ. легких. кожи 80% — ЖКТ. 10% — 
легкие. 1% — кожа 


Суточное выведение: 


моча 0.05 мг 

кал 0.08 мг 

пот = 

прочис (волосы и ар.) 0,0005 мг 
Период полувывелсния (Т) 1—10 сут 
Объем расирелеления (№0) 0.2 л/кг 
Связывание с белками плазмы (ЕЪ) Е 
Срепнее содержание: 

организм человека массой 70 кг 18 мг 


кости 
мышцы 
кровь 

плазма крови 
моча 

волосы 

зубы (эмаль) 
зубы (дентин) 
НОГТИ 

печень 
грудное молоко 


0.08 — 1.6 мг/кг 
0.009—0.65 мг/кг 
0.0017—0,023 мг/л 
0.0017—0.0154 мг/л 
0,01—0.63 мг/л 
0.005—0.5 мг/кг 
0.022—0.1 мг/кг 
<0).02—0.07 мг/кт 
0.2—3.3 мг/кг 
0,001 —0.053 мг/кг 
0,00025—0.024 мг/л 


Токсическая лоза мышьяка для человека 5—50 мг. летальиая доза Аѕ,О, — 50--340 мг. 
Содержание мышьяка в биожидкостях и тканях организма человека при летальном исходе 
прелставлено в табл. 8-67. 
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Таблица 8-67. Содержание мышьяка в бножилкостях (в мг/л) и тканях (в му/кг) при легальном исходе 


Биосубстраты Кровь Мои Печень Селезенка Почки 
Среднее значение 3.3 1.7 29 8.8 15 
0.6—9.3 0.2—4.0 2.0—120 0.5—62 0.2—70 


При интоксикании концситрапия мышьяка в цельной крови составляет 0.1—1.6 мг/л. в 
плазме — болсе 0.1 мг/л, в моче — болес 0.1 мг/л, в волосах — 1—47 мг/кг. 


Сурьма (58) 

Сурьма используется в химической и полиграфической промышленности. при изготовле- 
нии аккумуляторных батарей. полупроволников, подииипиков. кабелей н т.л. Органические 
соединения сурьмы применяются в сельском хозяйстве в качестве фунгицилов. 

Длительное время соединения сурьмы (винно-сурьмяно-натриевая соль. винно-сурьмяно- 
калисвая соль — рвотный камень) и использовались как отхаркиваюшие и рвотные срелства. 
В современной медицине препараты сурьмы (солюсурьмин и пр.) применяются при лечении 
висцерального и кожного лейшманиоза, а также при определении свертываемости кровн. 

Сурьма поступает в организм человека в основном с пишей. С мочой в сутки выволится 10 
мкг сурьмы, с калом — примерно 9 мкг. с волосами — 1 мкг. Коэффипиент резорбнии сурьмы 
из ЖКТ в кровь равен 10%. У человека основное количество сурьмы обнаруживается в скс- 
лете (2 мг}. печени (0,36 мг). почках (0,09 мг) и сслезенке (0.06 мг). В крови 56° находится 
преимущественно в эритроцитих. 56° солержится преимушественно в почках. Периоя полу- 
выведения Т сурьмы из организма человека около 730 сут. Естественное содержание сурьмы 
в моче 0.001—0.01 мг/л. в плазме крови 0.00014—0.001 мг/л, в цельной крови 0.0002 мг/л. Из 
организма сурьма выволится достаточно медленно. преимущественно с мочой (ло 80%). 

Физиологическая роль сурьмы изучена недостаточно. Сурьма реагирует с 5Н-группами фер- 
ментов. что обусловливает ес высокую токсичность. 

Данные о пониженном содержании сурьмы в организме человека отсутствуют. 

Причина избытка сурьмы: 

• избыгочное поступление (с пищей и лекарствами). 

Основные проявления избытка сурьмы 

Острая интоксикация: 

• быстро развивающееся обезвоживание в результате сильного слюнотечения. длительной 
рвоты. поноса; 

нитевидный пульс, расширение кожных капилляров; 

головные боли, расстройства коорлинации движений; 

усиленное мочеотлеление (при тяжелом отравлении — анурия), воспаление почек; 
снижение температуры тела. 

Хроническая интоксикапия: 

• потеря аппетита. воспаление слизистых оболочек зева и гортани: 

• сухость в горле. тошнота, рвота. боли в кишечнике; 

• увеличение и болезненность печени. иктеричность склер: 

• воспаление слизистых оболочек верхних лыхательных путей: 

• длительный кашель. 

Синеренсты и антагонисты сурьмы 

Взаимодействне сурьмы с другими химическими элементамн изучено недостаточно. 

Индикаторы экспозиции/иитоксикации 

Приоритстныс: содержание сурьмы в моче. волосах. 

Допоанительные: содержание сурьмы в цельной крови. формула крови. 

Солержапис сурьмы в биожидкостях и тканях организма человска при летальпом исходе 
представлено в табл. 8-68. 


864 Глава 8 


• нефропатия: 

» повышение риска развития новообразований кожи, печени, легких; 

• при острой интоксикации внутрисосудистый гемолиз, острая почечная, печеночная нело- 
статочность. кардиогенный шок; 

» отдаленные последствия — снижение остроты слуха у детей, поражсние ЦНС (энцефалона- 
гии, нарушения речи. коорлинацин движений. судороги, психозы. полинёвриты с болевым 
синдромом), нарушенис трофики мыши. иммуполефииит. 

Синергисты и антагонисты мышьяка 

Мышьяк может усиленно накапливаться в организме при недостатке селена и тем самым 
способствовать дефициту селена. Антагонистами мышьяка являются сера. фосфор. селен. ви- 
тамины С и Е, аминокислоты. Мышьяк тормозит усвоение организмом цинка. селена, аскор- 
биповой кислоты, витаминов А и Е. аминокислот. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание мышьяка в моче. волосах, ногтях. 

Дополнительные: Ѕе в моче, волосах. ногтях (5е — аитагопист Аѕ). 

Токсикокинетические характеристики мышьяка представлены в табл. 8-66. 


Таблица 8-66. Токсикокинетические характеристики мышьяка 


Суточное поступление с продуктами питания мг 
Суточное поступление с воздухом 0.001 мг 


Рсзорбиия из ЖКТ, легких, кожи 80% — ЖКТ, 10% — 
легкие, 1% — кожа 


Суточиое выведение: 


моча 0.05 мг 

кат 0,08 мг 

пот = 

прочие (волосы и др.) 0,0005 мг 
Период полувывеления (Т, .) 1—10 сут 
Объем распрелеления (№) 0,2 л/кг 
Связывание с белками плазмы (ЕЪ) 3 


Срелнес содержание: 


организм человека массой 74 кг 
кости 

мышиы 

кровь 

плазма крови 
моча 

волосы 

зубы (эмаль) 
зубы (деитин) 
ногти 

печень 

грудное молоко 


18 мг 

0,08—1,6 мг/кг 
0.009—0.63 мг/кг 
0.0017—0.023 мг/л 
0.0017—0.0154 мг/л 
0.01—0,03 мг/л 
0.005 —0,5 мг/кг 
0.022—0.1 мг/кг 
<0.02—0.07 мг/кг 
0.2—3,3 мг/кг 
0,001—0.053 мг/кг 
0.00025—0.024 мг/л 


Токсическая доза мышьяка для чсловска 5—50 мг, летальная доза Аз О, — 50—340 мг. 
Содержание мышьяка в биожидкостях и тканях организма человска при летальном исходе 
прелставлено в табл. 8-67, 
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Таблица 8-67. Солержание мышьяка в биожилкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при яетальном исходе 


Биосубстраты Кровь Моз Печень Сеяезенка Почки 
Среднее значение 3.3 1.7 29 8.8 15 
0.6—9,3 0,2—4.0 2.0—120 0.5—62 0,2—70 


При интоксикации концентрация мышьяка в цельной крови составляет 0.1—1.6 мг/л, в 
плазме — болес 0.1 мг/л. в моче — более 0.1 мг/л. в волосах — 1—47 мг/кг. 


Сурьма (5) 

Сурьма используется в химической и полиграфической промышленности, при изготовле- 
нии аккумуляторных батарей, полупроводников. полшинииков, кабелей и т.д. Органические 
соединения сурьмы применяются в сельском хозяйстве в качестве фунгицилов. 

Длительное время соединения сурьмы (винно-сурьмяно-натрисвая соль, виипо-сурьмяно- 
калисвая соль — рвотный камень) и использовались как отхаркиваюшис и рвотные срелства. 
В современной медицине препараты сурьмы (солюсурьмин и лр.) применяются при лечении 
висцерального и кожного лейшманноза. а также при опрелелении свертываемости крови. 

Сурьма поступает в организм человека в основном с пищей. С мочой в сутки выволится 10 
мкг сурьмы, с калом — примерно 9 мкг, с волосами — | мкг. Коэффициент резорбиии сурьмы 
из ЖКТ в кровь равен 10%. У человска основное количество сурьмы обпаруживастся в ске- 
лете (2 мг). печени (0.36 мг), почках (0.09 мг) и селезенке (0.06 мг). В крови $6” находится 
пренмушественно в эритроцитах. $6” солержится преимущественно в почках. Периол полу- 
выведения Т сурьмы из оргапизма человека около 730 сут. Естественное солержание сурьмы 
в моче 0.001—0.01 мг/л, в плазме крови 0.00014—0.001 мг/л, в иельной крови 0.0002 мг/л. Из 
организма сурьма выводится лостаточно медленно. преимушествеино с мочой (ло 80%). 

Физиологическая роль сурьмы изучена недостаточно. Сурьма реагирует с 5Н-группами фер- 
ментов, что обусловливает ее высокую токсичность. 

Данные о пониженном содержании сурьмы в организме человека отсутствуют. 

Причина избытка сурьмы: 

е избыточное постуилснис (с пищей и лекарствами). 

Основные проявления избытка сурьмы 

Острая интоксикация: 
® быстро развиваюшссся обезвоживание в результате сильного слюнотечения, длительной 
рвоты, поноса; 
нитевидный пульс, расширение кожных капилляров; 
головные боли, расстройства коорлинании лвижений; 
усиленное мочеотлелєиие (при тяжелом отравлении — анурия), воспаление почек; 
снижение температуры тела. 

Хроническая интоксикания: 

потеря аппетита. воспаление слизистых оболочек зева и гортани; 

сухость в горле. тонлиола, рвота, боли в кишечнике; 

увеличение и болезненность печепи, иктеричность склер; 

воспаление слизистых оболочек верхпих дыхательных путей; 

длительный кашель. 

Синергисты и антагонисты сурьмы 

Взаимодействие сурьмы с лругими химическими элементами изучено нелостаточно. 
Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Прноритетные: содержание сурьмы в моче. волосах. 

Дополнительные: солержанис сурьмы в цельной крови, формула крови. 
Содержание сурьмы в биожилкостях и тканях организма человека при летальном исходе 
представлено в табл. 8-68. 
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Таблица 8-68. Содержание сурьмы в биожидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при летальном исходе 


Биосубстраты Кровь Мозг Дегкие Печень Желчь Почки Подкожпо-жировая 
клетчатка 
Среднее значение 4,6 6 6 45 404 32 5 


При интоксикации концентрация сурьмы в моче > 5 мг/л. 


Висмут (Ві) 

Соединения висмута широко используются в электроникс, при производствс различных 
сплавов, ксрамики, стекла, красителсй. Сосдинепия висмута нашли примененис и в медипнис. 
Основной галлат висмута при нанссении на кожу и слизистые оболочки вызывает уплотнение 
коллоидов висклеточной жидкости, слизи. экссудата и образует защитную плеику. предохраня- 
ющую окончания чувствительных нервов от разлражсния, которая снижает болсвыс ощущения 
и препятствует развитию отека. Основной нитрат висмута в виде мазей и присыпок использу- 
ется как защитное и противовоспалительное средство при дерматите, экземе, эрозиях и язвах 
кожи. При назначении внутрь в виде суспензий, гелей или таблеток соли висмута образуют на 
поверхности слизистых оболочек ЖКТ защитную пленку — хслатные соединения с белковым 
субстратом. которая способствует уменьшению местного воспалительного процесса, заживле- 
нию пептических язв и снижению числа рецидивов. Препараты висмута обладают антибакте- 
риальным свойством. 

Висмут относится к токсичиым микроэлементам. В организм человека висмут поступает в 
основном с пишей, воздухом и водой. Всасывание висмута. поступившего в ЖКТ. незначитель- 
но — около 5%. В организме металл распределяется относительно равномерно. В небольшом 
количестве висмут наканливается в печени. почках (до 1 мкг/г), селезенке. костях, головиом 
мозге. Солержание Ві в мягких тканях не превышает 230 мкг. Висмут, прошедший через ЖКТ. 
выделяется в виле сульфида висмута, окрашивая кал в темный цвет. 

О физиологической роли висмута известно немного. Висмут инлуцирует сиитсз низкомо- 
лекулярных белков, принимает участие в процессах оссификации. образует внутриклеточные 
включения в эпителии почечных канальцев. Возможно, этот элемент обладает генотоксичиы- 
ми и мутагснными свойствами. 

Оценку содержания висмута в организме проводят по результатам исследований мочи, кро- 
ви, волос и биоптатов. При хронической интоксикации висмутом опредсляют его концентра- 
цию в суточной моче. 

Интоксикация обычно наблюдается лишь при длительном воздействии на организм солей 
висмута в больших дозах. Тем не менее встречаются случаи ятрогенных, профессиональных и 
бытовых отравлений. Установлено, что при отравлении солями висмута поражаются почки, 
ЦНС, печень. кожа и слизистые оболочки. Длительный прием препаратов висмута в больших 
дозах может вызвать симптомы висмутовой энцефалолатии (особенно у больных с нарушением 
функиии почек). Опасным считается хроническое поступление |—1.5 г висмута в сутки. 

Данные о проявлениях дефицита висмута отсутствуют. 

Причина избытка висмута: 
= избыточное поступление. 

На ранних стадиях отравления для улаления неабсорбированной части висмута промывают 
желудок и назначают слабительные средства, проволят хелатирующую терапию. БАЛ способс- 
твует снижению уровня висмута в головном мозге, а ДМПС — в других тканях организма. БАЛ 
эффективен также при лечении везикулярной эритродермы. Отмечен положительный эффект 
при введении димеркаптола (800—1200 мкг/сут). При поражсниях почек показан гемодиализ. 
Основные проявления избытка висмута: 
снижение памяти, бессонница; 
поражение ЦНС (нарушения чувствительности, ригидность затылка); 
слабость сердечной деятельности, аритмии; 
темная кайма вокруг десен, пигментация слизистой оболочки десен и полости рта: 
стоматит, фарингит, затруднение глотания; 
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слонотечение. тошнота. рвота. боли в животе. метеоризм. понос: 
токсический гепатит с жировой легенерацией и циррозом; 
альбуминурия, цилиндры в моче; 

висмутовые лерматиты: 

потеря апистита, упадок сил. похудание. 

Синергисты и антагонисты висмута 

Сипергисты и антагонисты висмута нсизвсстны. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: солержание висмута в суточной мочс. 
Токсикокинетические характеристики висмуга прелставлены в табл. 8-69. 


"Таблица 8-69. Токсикокинетические характеристики висмута 


Суточное поступление с пролуктами питания — 0.02 мі 


Суточнос поступленис с возлухом 0.0001 мг 
Резорбиия из ЖКТ в кровь 5% 
Суточное выведение: 
моча 0.002 мг 
кал 0.02 мг 
пот пемзвестно 
прочис (волосы и др.) Неизвестно 
Периол полувыведения (Т,,.) 0.6—5 сут 
Объем расирсделсния (Уй) 0 
Связывание с белками илазмы (РЫ) 2 
Срелнее солержанис: 
организм человека массой 70 кг неизвестно 
кости 0.2 мг/кг 
мышцы 0.032 мг/кг 
кровь 0.001 -—0.05 мг/л 
моча 0.001 мг/л 
волосы 2 мг/кг 
печень 0.005 мг/кг 
ПОЧКИ 0.3—0.5 мг/г 


Данные о токсической и летальной дозах висмута для чсловска отсутствуют. 


Солержание висмута в биожидкостях и тканях организма человека при интоксикации пред- 
ставлено в табл. 8-70. 


Таблица 8-70. ссср висмута в бножидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при интоксикации 


С С ВИ И СС 


санана з е СОЯ СС С Е ра 


Элементы М! группы Периодической системы элементов (хром, селен) 


Хром (Сг) 

Сослинения хрома широко используются в сталелитейной промышленности. ири произ- 
волстве стекла. резины. керамики, кожаных изделий. при крашенни ткаией и т.д. 

В медицине изотопы хрома используют в лучевой диагностике. Пиколинат и аспарагинат 
хрома применяют в качестве БАД к пище, а также как компонент витаминно-минеральных 
комплексов. 
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Один из биологических эффектов хрома связан с его влиянием на фактор толерантности к 
глюкозе, активность которого снижается при дефиците хрома и восстапавливается после его 
добавления. Синдром нарушения толерантности к глюкозе сопутствуст сахарному лиабсту и 
проявляется гипергликемией и глюкозурией на фоне дефипита хрома. Имеются данные, сви- 
детсльствующие о том, что хром потсишируст действие инсулина в периферических тканях. 

Хром влияет па обмен аминокислот глицина. серина. метионина и ГАМК. гомеостаз сыво- 
роточного холестерина и предупреждает его повышение с возрастом (см. гл. 8.5.1). 

В оргапизм сослиисния хрома поступают с пищей, водой и воздухом. На скорость всасы- 
вания оказывает влияние степень окисления хрома: Сё всасывается интенсивнее, чем Сг’'. 
В сыворотке крови хром прочно связывастся с трансферрином. В тканях органов содержание 
хрома в лесятки раз выше, чем в крови. Наибольшее количество хрома присутствует в печени и 
почках, кишечнике, щитовидной железе, хрящевой и костной ткани, легких (при посгупленин 
соединений хрома с воздухом). Хром выводится из организма главным образом через почки н 
в меньшем количестве через легкие. кожу и кишечник (рис. 8-51). 

Биоусвояемость хрома из неорганических соелинений в ЖКТ невысока — 0.5— 19, однако 
она возрастает до 20—25% при поступлении хрома в виле солей органических кислот (пиколи- 
наты, аспарагинаты). 

Хром — жизненно важный микроэлемент, который является постоянной составной частью 
клеток всех органов и тканей. Основные функции хрома в организме: 

• хром участвуст в регуляции синтсза жиров и обмсна углеводов, способствует превращению 
избыточного количества углеводов в жиры; 

• входит в сосгав низкомолскулярного органического комплекса — фактора толерантности к 
глюкозе, обеспечивающего поддержание нормального уровня глюкозы в крови; 

е вместе с инсулином действует как регулятор уровня сахара в крови, обеспечивает нормаль- 
ную активность инсулина; 

способствуст структурной целостности молекул нуклеиновых кислот; 

участвует в регуляции работы серлечной мышцы и функционировании кровеносных сосу- 

дов; 

• способствует выведеиию из организма токсинов, солей тяжелых металлов. ралионуклилов. 

Оценку содержания хрома в организме проволят по результатам исследований крови. мочи 
и волос. О риске интоксикации хромом свидегельствуст сго повышенная концентрация в моче 
(до 25—50 мкг/л) и волосах (болес 5—15 мкг/г). 

По сравнению со взрослыми у детей чаще наблюдается повышенное содержание хрома в 
волосах. У взрослых, как мужчин. так и женщин. отмечается слсдующая тенденция: чем выше 
солержание кальция в волосах. тем выше содержание хрома. У детей эта зависимость носит 
сще более выраженный характер. 

Пониженное содержание хрома в волосах обычно наблюдастся при ожирении, атероскле- 
розе, диабете, инфекционных заболеваниях, белковом голодаиии. стрессовых воздействиях и 
интенсивных физических нагрузках. 


Поступление 
с пищей 


= Всасывание „ — Печень, ‚ ФТ, 


1-2% сыворотка мышцы 
крови 
у , 
Выведение Выведение с Рис. 8-51. Обмси хрома в организме че- 
скалом мочой ловека. ФТГ — фактор толераитиости к 


глюкозе. 
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Причины дефицита хрома: 

нелостаточное поступление извие: 

нарушение регуляции обмена; 

повышенное расходование (например. беременности); 

усиленное выведение хрома из организма в условиях повышенного солержания в пище уг- 
леволов (избыточное потребление белого хлеба. сладостей, макаронных изделий); 
увеличение вывсаения хрома с мочой в результате повышенных физических нагрузок. 
Основные проявления дефицита хрома: 

утомляемость, беспокойство, бессонница. головные боли: 

невралгии и сниженные чувствительности конечностей; 

нарушение мышечной коорпинации, дрожь в конечностях: 

повышение уровня холестерина. триглицеридов в крови: 

повышение риска развития атеросклероза; 

изменения массы тела (исхулапие, ожирение): 

снижение толерантиости к глюкозе, особению у лиц среднего и пожилого возраста: 
изменения уровня глюкозы в крови (гипергликемия. гипогликемия); 

повышение риска развития сахарного диабета; 

новышение риска развития ишемической болезни серлиа; 

нарушения репродуктивной функции у мужчин. 

Хотя хром является жизненно важным элеменгом. при избыточном поступлении в организм 


он может стать опасным токсикаитом. Соелинения хрома токсичиы для человека. Шестива- 
лентный хром являстся каниерогеном 1 класса онасности. Опухоли легких образуются поспе 
ллительного (19—20 лет) контакта с повышенными концентрапиями хроматов и дихроматов. 


Причины избытка хрома (интоксикации): 

избыточное поступление извне (повышенная кониситрация в воздухе. избыточный прием 
хромсолержащих БАД, усиленное всасывание при пслостатке циика и железа}: 

нарушение регуляции обмена хрома. 

При интоксикации хромом проволяг хслагирующую терапию ДМПС с аскорбиновой кис- 


лотой. При контакте с солями хрома рекомендуется мытье в душе с раствором МаСа-ЭЛТА. 


Основные проявления избытка хрома (интоксикации): 

воспалитевьные заболевания с тенденцией к изъязвлению слизистых оболочек (перфорация 
носовой перегоролкн); 

аллергизирующес действие; 

дерматиты и экземы: 

астматический бронхит. бронхиальная астма; 

астено-невротические расстройства; 

повышение риска онкологических заболеваний. 

Как избыток, так и лефицит хрома в организме способен привести к существенному нару- 


шению злоровья человека. 


Синергисты и антагонисты хрома 

Цинк — синергист хрома. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: солержанис Сг (М1) —в эритропитах. Сг (1) — плазме/сыворотке крови. 
Дополнительные: содержание хрома в волосах. активность сывороточной гиалуронивазы. 


гест толерантности в глюкозе. насышениость хромом трансферрина крови. 


Токсикокинегические характеристики хрома представлены в табл. 8-7]. 


Таблииз 8-71. Токсикокинетичсские характеристики хрома 


Сугочное поступление с пралуктами витания 0.18 мг 


Суточное поступление с возлухом 0.0001 мг 
Резорбция из ЖКТ и легких в кровь 0.5—2% — ЖКТ. 70% — 


легкие 
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Окончание табл. 8-71 


Суточное выведение: 


моча 0,07 мг 
кал 0.147 мг 
пот 0.001 м 
прочие (волосы и лр.) 0.0006 мг 

Период полувыведения (Т, „)* 80 суг: 3—4 т 

Объем распрелеления (Уд) 2 

Связывание с белками плазмы (ЕЪ) А 

Срелнее содержание: 
организм человека массой 70 кг бм 
кости 0.1—33 мг/кг 
кровь 0.0007—0,0028 мг/л 
эритроциты 0.020—0.045 мг/л 
плазма/сыноротка 0.0001—0,0002 мг/л 
мышиы 0.024—0.84 мг/кг 
моча 0.0005 мг/я 
волосы 0.15—1.5 мг/кг 
ногти 0.3—1.2 мг/кг 
зубы (эмаль) 0.005—2 мг/кг 
зубы (дентии) 0.005—3.2 мг/кг 
почки 0.06 мг/кг 
печень 0.001--0.002 мг/кг 


® По разным источникам. 


Токсическая доза хрома для человека 200 мг, летальизя лоза > 3 г. 

При длительной (профессионально обусловленной) хронической интоксикации сосдиненн- 
ями Сг (УП) при летальном исходе от рака легких концентрация хрома в мозге 0.05—0.06 мг/кг, 
в легких 0.6—7,1 мг/кг, печени 0,07 мг/кг. в почках 0.13 мг/кг (по ВКапда С. ВазсК, 2004). 


Селен (5е) 

Соединения селена используют в электронной. литейной. мелеплавильной. стекольной. ла- 
кокрасочной. нефтеперерабатывающей. химической и фармацевтической промышленности, а 
также в мелициис (сслениг, селенат натрия. селеноцистеин. селенометионин, селенопиран. 
Радиоактивные изотопы). 

Источником сслена в обычном питании человека являются раздичиые продукты животного 
и растительного происхождения (зерновые. особенно пшеница. чеснок. репа, свиное сало. 
мясо. белыс грибы, оливковое масло. морские водоросли. бобовые. маслины, фисташки, кс- 
шью и др.), причем в животных продуктах преобладает селеноцистсин ($5с-Суз). а в расти- 
тельных — селенометионин (5е-Ме). Основная форма Ѕе в зерне — $е-Ме"*. По некоторым 
данным, большая часть этой аминокислоты сосрелоточена в зародыше зерна. поэтому тонкий 
помол муки снижасг уровень потребления 5с. Биодоступность органического селена из пше- 
ницы и животного продукта (мяса), по-видимому, одинакова. 


* Главным фактором. опрелеляющим накопление %е в зерне. явняется уровень этого элемента в почвах. когорый мо- 
жст колебаться в очень широких пределах. В Российской Федераиии крайне низкие уровни Ѕе в почвах отмечаются 
в Бурятии и Чиіинской области. Получены занные н о возможности большого дефицита $е среди части населения 
Иркутской области. Для значительного числа других регионов Россин (Ленинградская. Псковская, Новгородская. Ка- 
лужская. Брянская. Ярославская области. Алтайский край) характереи уровень 50 в крови 61—80 физиологического 
оптимума (т.е. 70—90 мкг/л). В ослом по России. согласно ланным эпилемиологических исследований. проведенных 
н последнее премя, более чем у 50% населения обеспеченность селеном ниже оптимальной. 
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Обеспечение организма селеном может осушествляться также путем потребления меорга- 
нических солей — селенита или селената натрия. однако их токсичность достаточно высокая 
(см. ниже). Органические и неорганические соединения селена легко всасываются в ЖКТ. но 
биотрансформируются по-разному (рис. 8-52). Селенат- и селениг-анионы быстро восстанав- 
ливаются ферментагивным путем до селеноводорола, присутствуюшего при физиологических 
значениях рН в основном в виле гидроселенил-апиона (НЅе). Необхолимым кофактором про- 
цесса является восстановленный глутагион (@$Н), причем промежуточным продуктом являет- 
ся селенодиглутатион ((5-$е-$С). Некоторое количество образующегося селеноводорода быс- 
тро связывается с транспортными белками за счет слабых ковалентных или ван-лер-ваальсовых 
связей. образуя лабильный (обмениваемый с селенитом) пул селена. причем смкость этого 
пула ограничена. Избыточные количества селеноводорода медленно подвергаются фермента- 
тивному метилированию с образованием последовательио метилгидроселенила (5е-содержа- 
ший аналог метанола). диметилселенила и катиона триметилселенония. Эти соединения Зе 
экскретируются с мочей, а лиметилселенид — также и с потом. Процесс метилирования произ- 
водных селеноводорода обратим. Строго определенное количество селена, входящего в состав 
пула селеноводорода, через сталию селенофосфата включается в высокоспецифичный процесс 
синтеза ссленопротсинов. таких. как глутатиониероксидазы №, П, Ш. и 1\, селенопротсин Р, 
У-йодотиронинлейодиназа. селенопротсин №, тиорелоксинредуктаза и нскоторых других (см. 
гл. 8.5.1). В состав этих белков у человека Ѕе входит исключительно в виде остатка селеноцис- 
тсина. Перечисленные возможности количественной утилизации селеноводорода в организме 
ограничены и при постуилении в организм избыточных количеств неорганического селена он 
может накапливаться в тканях в форме гилроселепид аниона. Эта форма $е чрезвычайна ток- 
сична. 

Органические формы селена ($е-Ме! и $е-Суз) утилизируются по-иному пути. Ввиду боль- 
шого сходства физико-химических свойств метионина и селеномстионина последний способен 
замещать метионин в белках, включаясь в них по сиспифическому для метионина механиз- 
му {соответствующая тРНКте! «ошибается», принимая за метионин сго селеновый аналог). 
Включение селеномстионина в белки облалает двумя важными особенностями. Во-первых, 
селен тем больше включается в белки. чем большсе количество остатков Мег и Суз имеется в 
их первичной послеловательносги. Во-вторых. количество включаемого Ѕе- Ме! в значительной 
степени зависит от количества не только поступающего с пищей 5е-Мег. но и метионина. На 
основании этих данных сделан вывод, что 5$е-Ме! является источником селена для синтеза 
специфических селенопротеннов только тогда. когла организм нормально обеспечен серой в 
форме метионина. Пронесс включения 5е- Мет в тканевые белки и выснобождение из них при 
протеолизе протекают медленно. Количество Зс-Мс!. которое может включаться в животные 
белки без изменения их фуикции. сравнительно велико. При нормальной обеспеченности селс- 
ном человска общее количество селена в организме составляет 10—14 мг, а количество селена в 
лабильнюм мстаболическом пуле (специфические селснопротсины + селенит + ссленоводород 
и его производные) — 3.5—6,5 мг. Остальной селен в виде ссленомстионина и ссленоцистсина 
находится в составе тканевых белков. Можно предположить, что при потреблении избытка 
Зе-Мс! величина пула (коясервативное дспо сслема в организме) может быть сше большей. С 
этим обстоятельством связана. по всей видимости, гораздо меньшая токсичность $е-Ме по 
сравнению с селенитом при пероральном поступлении. Часть высвобожлаемого 5е-Ме! тран- 
самннируегся с образованием аланина и метилгилросслспида, который далее либо метилиру- 
ется и экскретируется. либо деметилируется до селеноводорода. включаемого в лабильный пул 
селена в организме. 

Другой путь метаболизма — транесульфурания с образованием селеноцистеина. Послсд- 
ний может далее песпенифически включаться в тканевые белки вместо цистеина. Включение 
$е-Суѕ в ткансвые белки зависит от обеспеченности организма серой так же. как и включение 
\е-Мег Часть селенопистеина деселенируется с образованием либо селенита. либо селено- 
водорода под лействием завнсимой от витамина В, селеноцистеинлиазы и с промежуточным 
образованием при этом свободного 5с. Хотя в состав глутатионпероксилазы, селенопротеина Р 
и зругих 5е-специфических селенопротеинов 56 входит именно в составе ссленоцистеина, пос- 
лелний в сколько-нибуль заметных количествах непосрелственно в эти белки нс включается. 
Таким образом, важно полчеркнуть лва обстоятельства: во-первых. соединения нсорганичес- 
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кого 5е обладают низким порогом токсичности ввилу ограниченных возможностей утилизации 
их главного токсичного метаболита — сслевоводорода (аниона гидроселенида) и, во-вторых, 
неорганический селен в организме человека и животных может включаться в селеноцистеии, 
но никогда не включается в селеномстионин (см. рис. 8-52). 

Селен является элементом, выполняющим антноксидантую защитную функцию в организ- 
ме (см. гл. 8.5.1). 

Оценку содержания селена в организме проводят по результатам исслелования крови, мочи 
и волос. Активность глутатиопероксидазы в эритроцитах является индикатором селенового 
статуса организма. 

Избыточиое поступление селена и его соединений. как правило. профессионально обуслов- 
лено. Описапы случаи селенотоксикоза (шелочной болезни) у человска и животных. связанно- 
го с поступлением селена из растений. произрастающий на почвах с избыточным его солержа- 
нием. В России избыток селена в окружающей среле встречается в Якутии и на Урале. 
Дефицит и особенно избыгок селена и сго соединений опасен для человека. 

Причины дефицита селена: 

пониженное содержанис селена в пище, питьсвой воде; 
нарушение обмена селена в организмс; 

усиленный расхол на нсйтрализацию вредных веществ; 
недостаточное поступление при парснтеральном питанин; 
алкоголизм. 

Ословные проявления дефицита селена: 

дерматит. экзема; 

слабый рост. выпадение волос; 

дистрофические изменепия ногтей; 

снижение иммунной зашиты организма: 

нарушения функции печени: 

недостаточность репродуктивной системы (в основном мужское бесплодие); 
замедление роста у детей. 

Причины избытка селена: 

избыточное поступление: 

нарущение регуляции обмена селена. 


Поступление с е 
пищей Селенометионин 4. Белок 


5032.502. 
Зе — органические 
соединения 


> Селен плазмы 
Всасывание Пул 
Ѕе 
"> Селеноцистеин 
! 
т 
Глутатионпероксидаза 
нәз 
| А и т А 
Выведение с Триметилселенид Пиметилсолен Бронхолегочный 
Н ИД 
калом (Снз)з50 (СНз)25е тракт 


Рис. 8-52. Схема биотрзнсформацни соединений селенз в организме человска. 
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При интоксикации селепом необходимо использовать хелатируюшую терапию. а также сим- 
птоматические средства. 
Основные проявления избытка селена: 
пестабильное эмоциональное состояние; 
чесночный запах изо рта и от кожи (образование диметилселенида): 
тошнота, рвота; 
парушения функций печени; 
эритема кожи; 
насморк. бронхопнсвмония. отек легких (при влыхании паров селена): 
выпаденис волос; 
ломкость погтей. 
Сипергисты и антагонисты селена 
При дефиците селена в организме происходит усиленпое накопление мышьяка. кадмия и 
ртути. Селен является аптагонистом ртути. мышьяка, кадмия, свинца, таллия и серебра. Вита- 
мин Е способствуст усвоению селена. Избыточные поступления Не, Со, Аз, сульфатов. пара- 
петамола. фенацстина. ирогивомалярийных препаратоп можег привести к дефициту сслена в 


организме. 
Индикаторы экспозиции/иитоксикации 
Приоритетные: содержание селена в плазме крони. 


Дополнительные: содержание селена сыворотке крови и моче, проксимальных участках ко- 


зос (2.5 см), активность глутатиопероксилазы. 


Токсикокинстические характерисгики сслена представлены в табл. 8-72. 


Таблица 8-72. Токсикокинетические характеристики селена 


Суточное поступление с продуктами питания 
Резорбиия из ЖКТ 


Суточное вывсленис: 
моча 
кал 
пої 
прозне (волосы и др.) 


Период полувыведения (Т, ,„) 


Объем распределения (М0) 
Связыитлине с белками плазмы (Е) 
Среднее содержание: 

организм чслонека массой 70 кг 

кости 

крові, 

плазма/сыворот ка 

мышы 

грудное молоко 

моча 

волосы 

Ногти 

зубы (эмаль) 

зубы (лептин) 


Токсическая лоза селена для человека 5 мг. 


Содержание селена в биожилкостях и тканях организма человека при летальном исходе 


прелставлено в табл. 8-73. 


0.02—0.07 мі 
5(1—70% 


0.008 мг 
0.01 мг 
0.0015 мР 
0.0005 мг 


50—70 сут 


99% 


10—15 мг 

1—9 мг/кг 
0.058—0.234 мг/л 
0.046—0.160 мг/л 
0.42—1,9 мг/ки 
0.01—0.062 мг/л 
0.004 мг/л 

0.2— 1.8 мг/кг 
0.3—1,8 мг/кг 
12.3 мг/кг 
0.27—0.87 мг/кг 
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Таблица 8-73. Содержание селена в биожидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при летальном исходе 


Биосубстраты Кровь Мозг Печень Почки Моча 
Среянее значение 5.1 1.1 2:7 6.3 2.1 
(0,5—28) (0,5—1.5) (0.8—5.4) (1.5— 14) 2.1 


При интоксикации концентрация селена в крови более 0.10 мг/л, в моче более (),40 мг/сут. 


Молибден (Мо) 

Приролным источником молибдена является минерал молибденит. а получают молиблен 
обычно как побочный пролукт при произволстве мели. Сослипения молиблена применяются в 
произволстве различных сплавов. электродов. минеральных улобрений. используются в качес- 
тве катализаторов при биологической фиксации азота. 

В медицине в лиагностических целях применяют радиоизотопы молиблена (сканирование 
печени, исследование пиркуляции крови в мышнах). В настоящее время изучают эффектив- 
ность тетрамолиблата аммония в терапии новообразований головного мозга и при мужском 
бесплодии. 

Сосдинсния молибдена попадают в организм с пищей. Растворимые сосдинения легко всасыва- 
ются из ЖКТ, абсорбируются из легких, поступают в кровь из мест парентерального ввеления. 

За сутки в организм взрослого человека поступает вместе с пищсй 75—250 мкг молибдена. 
Болсс половины поступившего в ЖКТ молиблсна всасывасгся в кровь. Около 80% поступив- 
шего в кровь молибдена связывается с белками (в первую очерель с альбуминами). Молибден 
накапливается в печени, а в крови распределяется равиомерио между форменными элемента- 
ми и плазмой. Растворимые сосяннения молибдена выводятся из организма с мочой и калом 
(рис. 8-53). 

Физиологическое значение молибдена лля организма живогиых и человека было впервые 
показано в 1953 г. в связи с открытием влияния этого элемента на активность фермента ксан- 
тиноксидазы. Молибден нхолит в состав альлегилоксидазы, сульфитоксидазы, ксантиноксида- 
зы, выполняющих важные физиологические функции. в частности регуляцию обмена мочевой 
кислоты. Недостаток молибдена в организме сопровождается уменьшением содержания в тка- 


Поступление с пищей 
(75—250 мкг/сут) 


Нуклеиновые кислоты 


АМФ | “ГМФ 


№, 
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Рис. 8-53. Обмен молибдена в организме человека, 
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нях ксанчиноксилазы. Тиомолиблат аммония (растворимая соль молибдена) является анта- 
гонистом мели и нарушает ее утилизацию в организме. Есть свеления. что молибден играет 
важную роль в процессе включения фтора в зубную эмаль, а также в стимуляции гемопозза. 

Оценку содержания молибдена в организме проводят по результатам исследования крови и 
волос. Среднее содержание молибдена в плазме крови составляег 0.3—1.2 мкг/л. в волосах — 
0.02—2.0 мкг/г. 

Пониженное содержание молибдена в организме 

При нслостатке в организме молибдсиа (или избытка вольфрама) нарушается процесс окис- 
ления ксантина до мочевой кислоты. тормозится катаболизм метионииа. уменьшается экскре- 
пия мочевой кислоты и неорганических сульфатов. происходит избыточное накопление мели 
вплоть до мелной интоксикации. Все эти явления могут быть устранены при добавлении в 
рацион молибдена. 

В некоторых районах мира наблюлаются энлемические заболевания. связанные со степенью 
обеспеченности населения молибденом (например. отмечен рост заболеваемости раком пище- 
вода в ировинциях Хэнань. КНР: Транскей. ЮАР). 

Причины дефицита молибдена: 

е вогстаризиская листа; 

парентеральнюе питание: 

избыток польфрама в организме. 

Основные проявления дефицита молибдена: 

снижение активности молибленсодержащих ферментов: 

повышенная возбудимость, разлражительюсть: 

нарушение зрительной (темновой) алаптзини, «куриная слепота»; 

парушение ритма сердечных сокращений (тахикардия): 

повышение риска развития рака нищевода. 

Повышенное содержание молибдена в организме 

Избыток молиблсиа в организме можст быть следствисм превышения безопасиого уровня 
его посгупления с нишей (0.5 мг/сут). Когла сжесуточное потребление молиблена составляст 
0,5—10 мг. отмечаются лишь умеренио выражсиныс биохимические изменения. существенно 
не влияющие на здоровье человека. При потреблении 10—15 мг молибдена в сутки проявля- 
ются клинические симитомы интоксикации. При дозах молибдена, превышающих 15 мг/сут. 
повышается активность ксантипоксидазы, изканливается мочевая кислота, увеличивается риск 
возиикновения подагры (у лиц, контиктируюших с молибденом в производственных условиях). 
При хронической молибденовой интоксикации развиваются неспепифические симптомы, про- 
нвляюшисся раздражением слизистых оболочек, иневмокониозом. уменьшением массы тела. 
При избыточном содержании молибдена в почве наблюдается эндемическое заболевание — 
молибленовая полагра. впервые наблюдасмая в Анкаванском районе Армении проф. В.В. Ко- 
вальским. 

Причины избытка молибдена: 

• избыточное поступление и организм соелинсний молибяена с пишей. волой. молибденсо- 
лержащими препаратами: 

интоксикация молибденом в условиях производства: 

лефипит меди в рационе. 

Основные проявления избытка молибдена: 

повышение активности ксангиноксидазы; 

повышецис уровня мочевой кислоты в моче; 

подагра (также возможна үратурия. мочекаменная болезнь); 

разаражсние слизистых оболочек: 

пневмоконио3; 

угистенис кроветворения {аисмия. лейкопения); 

енижение массы тела. 

Синергисты и антагонисты молибдена 

Полагают что вольфрам. свинец и натрий действуют как антагонисты молибдена и вы- 
зывают его дефицит в организме. Сульфат меди усиливаст выделение молибдена с желчью. 
Тиомолиблат аммония (растворимая соль молиблена) являстся антагонистом меди и нарушает 
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ее утилизацию в организме. Дефицит меди и железа способствует увеличению содержания мо- 
лнодсна в организме, 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание молибдена в плазмс крови. волосах. мочс. 

Дополнительные: содержание меди в моче. исрулоплазмина в сыворотке крови, повышение 
активности ксантиноксидазы эритроцитов и концентрации мочевой кислоты в сыворотке кро- 
ви и моче. 

Токсическая доза молибдена для человска 5 мг. летальная доза 50 мг. 


Элементы МІІ группы Периодической системы элементов (марганец, йод)* 


Марганец (Мп) 

В виде сплавов с железом (ферромарганеи) и кремнием (силикомарганец) марганен ис- 
пользуется в сталелитейной и химической промышленности. при производстве кормов для 
животных и удобрений, в медицине в качестве антисептического средства широко применяют 
пермацганат калия и органические соедииения марганца в минерально-витаминных комплек- 
сах и БАД, радиоактивные изотопы марганца для диагностики. 

Марганец активируст многие ферментативные процессы, необходим для синтеза гликоза- 
миногликанов хрящевой ткани. лля эритропоэза. образования гемоглобина. оказывает липо- 
тропное действие (см. гл. 8.5.1). 

Резорбиия марганца из ЖКТ в кровь невысока. Всасывание марганца происходит в орга- 
низме на всем протяжении тонкой кишки. Марганец быстро покидает кровянос русло и в тка- 
пях содержитсн главным образом в митохондриях клеток. накапливается в печени. трубчатых 
костях. поджелулочиой железе, почках. Выводится марганец преимущественно с калом и в 
незначительном количсстве — с потом и мочой (рис. 8-54). 

Маргансц относится к важнейшим микроэлеменлам и вынолнясг в организме многочислен- 
ные функции: 

» участвует в синтсзе и обменс нейромедиаторов в ЦНС: 

• преиятствует свободнорадикальному окислению, обеспечивает стабильность структуры кле- 
точных мембран; 

обеспечивает пормальное функционирование мышечной ткани: 

участвует в обмене гормонов шитовидной железы (тироксин); 

обеспечивает развитие соединительной ткани. хрящей и костей: 

усиливаст гипогликемический эффект инсулина; 

повыщает гликолитическую активность: 

повышает интсисивность утилизации жиров: 

снижает уровень липилов в организме; 

противодействует жировой дегенерации печени: 

участвует в регуляции обмена витаминов С, Е, труппы В, холина. меди; 

участвует в обеспечении полноценной репролуктивной функции: 

нсобхолим для нормального роста н развития организма. 

Дефицит марганца — олно из распространенных нарушений биоэлементного обмена совре- 
менного человека. Это факт связан с повышенной психоэмоцнонадьной нагрузкой па человека 
за счег усиленного расхода марганца для обеспечения основных пейрохимических процессов в 
ЦНС. Дефицит марганца отрипательно сказывается на стабильности мембран нервных клеток 
и ЦНС в целом, отражастся на функциях мозга и других органов и систем. 

Причины дефицита марганца: 

• непостаточное поступление марганца извне (неправильное питанис, снижение потребления 
богатых марганцем продуктов, в частности растительной пиши); 

избыточное поступление в организм фосфатов (лимоналы, консервы); 

усилениое выведсиие марганца пол влиянием избыточного содержания в организме каль- 

ция. меди и железа: 

• усиленное расходование марганца в результаге лсихоэмоциональных перегрузок. у женшин 

в предклимактерическом периоде и при климаксе: 


* Фтор. хлор. бром см. гл. 8.6. и 8.7. 
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Рис. 8-54. Обмен марганца в организме человека. 


загрязнение организма различными токсинами (цезий, ванадий); 

нарушенис рауляции обмена марганца в организме. 

Основные проявления дефицита марганца: 

утомляемость, слабость, головокружение, плохос настроснис: 

ухудшение происссов мышления, способности к принятию быстрых решений, снижение 
памяти; 

нарушения сократительной функции мышц, склонность к спазмам и судорогам, боли в 
мышцах, двигательные расстройства; 

дегенеративные изменения суставов, склониость к растяжсииям и вывихам, остеопороз в 
климактерическом периоде; 

нарушения пигментации кожи, появление мелкой чешуйчатой сыпи. витилиго; 

задержка роста ногтей и волос; 

снижение уровня «полезного» холестерина в крови. нарушение толерантности к глюкозе. 
прибавка массы тела, ожирение; 

беснлолие; 

дисфункция яичников, ранний климакс, преждевременное старение: 

расстройства нммунитета. аллергические реакции, риск онкологических заболеваний: 
залержка развития у летей. 

Факты отравления человека маргаиием, содержащимся в пишевых продуктах. не зафиксированы. 


В то же время описаны случаи острого отравления марганиевой пылью на произволстве с последую- 
щим быстрым развитием «марганцевого психоза». Для развития клинической картины хронической 
интоксикации марганцсм обычно требуется несколько лет. Слелует отметить достаточно медленный 
процесс изменений в организме, вызываемый повышенным содержанием марганиа в окружающей 
среде (например, распространсние эндемического зоба. не связанного с дефицитом Йода). 


Причины избытка марганца: 

избыточное поступление в организм (влыхание маргаицевой пыли на производствс: 
нарушение регуляции обмена марганца в организмс. 

Осповные проявления избытка марганца: 

вялость, утомляемость, сонливость, заторможенность. ухулшение памяти, депрсссия; 
нарушения мышечного тонуса, парестезии, замедленность и скованность движений, рас- 
стройства походки, снижение мышечного тонуса, атрофия мыши; 
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• развитие паркинсонизма, энцефалопатии; 
• диффузное узелковос поражение легких, развитие мангапокониоза (при вдыхании пыли). 
Синергисты и антагонисты марганца 
Всасыванию марганца в ЖКТ способствуют витамины В,. Е, фосфор и кальций (в умерси- 
ном количестве). а препятствует избыточное поступление фосфора и кальция. 
Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: содержание марганца в нельной крови, плазме. 
Дополнительные: содержание марганца в волосах, печени. почках, костях, полжелулочной 
железе. ЭЭГ/ЭМГ. эритронитарного глутатиона. 17-кетостероилов в моче. 
Токсикокинетические характеристики марганца прелставлены в табл. 8-74 


Таблица 8-74. Токсикокинетическис характеристики марганца 


Суточное поступление с продуктами питания 3,7 мг 


Суточнос поступление с воздухом 0,002 мг 

Резорбция из ЖКТ в кровь 1—5% 

Суточное выведенне: 
моча 0.03 мг 
кал 3.6 мг 
пот 0.04 мг 
прочис (волосы и лр.) 0.002 мі 

Период полувывеления СТ) 4—30 сут 

Объем расирелелеиия (Уд) 2 

Связывание с белками плазмы (ЕЪ) Е 

Средисе содержание: 
организм человека массой 70 кг 12 м 
кости 0,2—1 мг/кг 
кровь 0.006—0.075 мг/л 
плазма/сыворотка 0.0003 —0,001 ме/л 
печень 0,5—5.0 мг/кі 
мышиы 0.5—2,1 мг/к 
грудное молоко 0.01 мг/л 
моча 0.015 мг/л 
мозг 0.25 мг/кг 
почки 0.56 мг/кг 
легкие 0.22 мг/кг 
волосы 0,2—4,4 мт/кг 
ногти 0.05—2.0 мг/к 
зубы (эмаль) 0.19—10.5 мг/кг 
зубы (лентин) 0,04 —10,5 мг/кг 


Токсическая лоза марганиа для человека 40 мг. 
Содержание марганна в биожидкостях организма человека при интоксикации представлено 
в табл. 8-75. 


Таблица 8-75. Солержанис марганпа в биожилкостях при интоксикации*® 


Биосубстрат Концентрация при интоксикации, мг/л 
Цельная кровь Н 

Сыворотка/плизма крови > 0.1 мг/л 

Моча >0.02 мг/л 


*См гл. 8.5.4. 
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Йол обладает высокой физиологической активностью и является обязательным структур- 
ным компонентом тиреотропного гормона и тиреоидных гормонов щитовидной железы. Ос- 
повные функции Йола в организме: 
участие в регуляции скорости биохимических реакции: 
участие в регуляции обмена энергии, температуры тела; 
участие в регуляции белкового, жирового, водно-электролитного обмена; 
участие в регуляции обмена некоторых витаминов; 
участис в регуляции дифференцировки тканей. процессов роста и развития орғанизма; 
индукция повышения потребления кислорода тканями. 

Причины дефицита пода: 

нелостаточное поступление; 

наличие в пише струмогенных факторов, препятствующих усвоению и утилизации йода; 

прием лекарств, оказывающих струмогенное действие: 

нарушение регуляции обмена; 

повышение радиационного фона: 

загрязнение окружающей срелы; 

аллергизация организма. 

Основные проявления дефицита йода: 

увеличение выработки и выделения гормонов щитовидной железы: 

формирование зоба; 

развитие йододефицитных состояний и заболеваний. 

Причины избытка йода: 

избыточное поступление: 

нарушение регуляции обмена йода. 

Основные проявления избытка йода: 

формированис зоба; 

развитие гипертирсоза, тирсотоксикоза; 

головные боли. усталость. слабость, депрессия; 

онемение и пошипывание кожи, сыпь, угри; 

токсиколермия (йолодерма), обусловленная избытком или непереносимостью препаратов 

йода; 

• ассптическое воспалснис (йолизм) слизистых оболочск в местах выделения йода (дыхатель- 
мые пути, слюнные железы, околопосовые пазухи). 

Синергисты и антагонисты йода 

Не следуст одновремсино принимать добавки, содержащие йол и карбонат лития. Литий сни- 
жаст активность шитовилной железы, а йод усиливает проявления побочных эффектов лития. 
Антагонистами йола являются избыточные количества Со. Мп, РЬ, Са, Вг, СІ. Е. Усиление стру- 
могенного эффекта наблюластся при дефиците у человека $е. Га, Си. Во всех перечисленных 
случаях может развиваться нарушение обмена йола и его утилизации шитовилной железой. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Для оценки обеспечения населения йодом определяют содержание Йола в моче, для инди- 
вилуальной оценки — концентрацию йода в волосах, показатели состояния щитовидной желе- 
зы — с помощью УЗИ и гормонального профиля. 

Токсичсская лоза йола для человека 2 мг, летальная болес 35 г. 


Элементы МШ группы Периодической системы элементов (железо, кобальт, никель) 


„Железо (Ее) 

Железо входиг в состав сотен минералов, встречастся и в виде саморолного железа. В про- 
мышленности железо широко применяется в виде множества различных сталей и сплавов. 

В медицине препараты на основе различных солей двух- и трехвалеитного железа, а также 
железосодержащие БАД, применяются для восполнения относительного или абсолютного де- 
фицита железа (см. гл. 8.5.1). 

В организме взрослого человека солержится около 3—5 г железа: почти ?/, этого количества 
нходит в состав гемоглобина. Роль и функции соелинепий железа в организме человека обсуж- 
дались в гл. 8.5.1. 

Схема обмена железа в организме человека представлена на рис. 8-56. 
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Рис. 8-46. Обмен желела в организмс человска. 


Солержание железа в волосах у мужчин выше, чем у женшии. У лиц, стралаюших заболе- 


ваниями печени. седезснки. хроническим алкоголизмом. солержанис железа в волосах повы- 
шено. 


Причины дефицита железа: 

нелостаточное поступление (неправильное питание. вегетарианская диста. недоеданис); 
снижение всасывания железа в кишечиикс: 

нарушение реулянии обмена витамина С; 

избыточное поступление в организм фосфатов, оксалатов. кальция, пипка, витамина Е; 
посгупление в организм железосвязывающих вешеств (комилексонов); 

отравление свинцом. антацидами; 

усиленное расхоловаиие железа (в периолы иитенсивного роста и беременности); 

потери железа. связаиные с травмами, обильными менструэциями. лопорством, занятиями 
спортом. кровопотери при операциях: 

гормональные нарушения (лисфуикния щитовилиюй железы): 

гастриты с пониженной кислотообразуюней функцией, дисбактериоз; 

различные системные и опухолевые заболевания: 

тлистная инвазия. 

Основные проявления дефицита железа: 

развитие железодефинитных анемий; 

головные боли и головокружения. слабость. утомляемость. непереносимость холода. сниже- 
ние памяти и концентраиии внимания; 

замедление умственного и физического развития у детей, нсадскватнос повсдєнис; 
учашеиное серлцебисние при незначигельной физической нагрузке; 

растрескивание слизистых оболочек в углах рта. покрасисние и сглаженность поверхности 
языка. атрофия вкусовых сосочков; 

ломкость, утоичение, деформация погтей; 

изпрашение вкуса (тяга к носланию непищевых веществ), особенно у летей младшего воз- 
раста. затрудненное глотание, запор: 
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угнетение клеточного и гуморалытого иммунитета; 

простудные и инфекционные болезни у детей. гюйничковые поражения кожи, энтеропа- 

тни; 

• повышсиие риска развития опухолевых заболеваний. 

Для диагностики дефицита железа в организме обычно используют комбинацию тестов, 
включающих определение сывороточного железа, сывороточного ферритина. общей желе- 
засвязывающей способности сыворотки (ОЖСС}. своболиого порфирина эритроцитов. 

При некоторых наследственных и хронических заболеваниях. избыточном поступлении 
извне железо может пакаиливаться в организме. Люли с избыточным содержанием железа 
страдают от физической слабости. теряют в массс тела, чаше болеют. при этом избавиться от 
избытка железа часто намного труднее, чем устранить его дефицит (см. гл. 8.5.1). 

При 1яжелом огравлении железом поврежластся слизистая оболочка кишечника. развива- 
ется печеночная недостаточность. появляются тошнота и рвота. Для летей младшего возраста 
отравление железом являстся одним из самых распрострапсиных вилов случайлого отравления. 
У ребенка прием 3 г и более сульфата железа вызывасг летальный исход. 

Причины избытка железа: 

избыточное поступление извне (например. при повышенном солержании в питьевой воле); 

заболевания печени. селезенки, поджелудочной железы (в том числе, в результате хроничес- 

кого алкоголизма); 
» нарушение регуляции обмена железа. 

При хроническом избытке железа. сго отложении в тканях и органах (силероз) применяют 
кровонускания. используют гопатопротекторы. комилексообразователи (дефероксамии 0.5— 
1 г/лень. виутривенно. внутримышечно, подкожно. 5 мг/кг внутривенно в течении | ч, мед- 
ленно). препараты иника и др. 

При остром отравлении железом промывают желудок 6—8 л полиэтиленгликоля в течение 
2—4 часов. В некоторых случаях проводят гастротомию, чтобы изъять поступивиисе железо 
и предотвратить тяжелое поражение печени. Назиачают дефероксамии (лесферал) до 15 мг/ 
(кгч). по 0,5 г каждые 4—12 ч. максимум 6 г в лень. прололжительность введения не болсе 24 ч. 
поскольку болсе длительная терапия повышает риск развития дистресс-синдромз. 

Основные проявления избытка железа: 


• отложение железа в тканях и органах. силероз; 

• головные боли. головокружения. повышенная утомляемость. слабость; 

• пигментация кожи; 

• изжога. тошиота, рвота, боли в желудке. запор или лиарся. изъязвление слизистой оболочки 
кишечника; 

» печеночная недостаточность, фиброз: 

• повышенная насышенность железом трапсферрииа: 

• снижение уровня сывороточного железа (в 1.5—3 раза); 

е 


повышение риска развития алеросклсроза, болезней печени и серлца. аргритов, диабета и 
т.д: 
угнетение клеточного н гуморального иммунитета: 
понышение риска развития инфекционных и опухолевых заболеваний: 
потеря аппетита. уменьшение массы тела. 
Избыток железа уменьшает способность организма усваивать медь и цинк. 
Синергисты и антагонисты железа 
Железо проявляет синергизм с кальцием, мелью. витаминами В,,. А, пектином. Антагонис- 
тами железа являются фосфаты, антацилы. фитаты. витамини Е. цинк. алмагсль, клофибрат. 
Индикаторы экспозиции/интоксикации 
Приоритетные: содержание железа Ре в сыворотке/илазмс крови. волосах (проксимальный 
участок волос). 
Дополнительные: уровень сывороточиого ферритина. ОЖСС. свободного порфирина в 
эритроцитах (эритроцитариый порфирин). 


Токсикокинетические характеристики железа представлены в табл. 8-76. 
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Суточное поступление с продуклами питания 


Сулочное поступление с воздухом 
Рсзорбиия из ЖКТ в кровь 


Суточное выведенис: 
моча 
кал 
пот 
прочие (волосы и лр.) 


Периол полувыведения (Т,„) 
Объем распределения (м) 
Связывание с белками плазмы (РЬ) 
Срелиес солержание: 

организм человека массой 70 к! 

коси 

кровь 

плазма/сыворотка 


слюна 
печень 
селезенка 
почки 

мозг 

легкие 

мышны 
грулное молоко 
моча 

волосы 

ногти 

зубы (эмаль) 
зубы (лентин) 


Таблиоя 8-76. Гоксикоквистические характеристики железа 


6—40 мг 
16 мг (мужчины), 12 мг (женишны) 


0.03 мг 
10—20% 


(0.25 мт (мужчины). 0.20 мг (женшины) 
15 мг (мужчины), И мг (жениинны) 
0.5 мг (мужчниы). 0.6 ме (женшины) 
0.01 мт 


1—6 ч 
0.07—0.13 п/кт 
99% 


3.9—5 г 
3— 380 меж 
309—521 мг/л 


0.5—1.7 мг/л (женщины) 
0.65—1,75 мг/л (мужчины) 


0.3 мг/л 
50—240 мг/кг 
57—590 мг/кг 
7—160 мг/кг 
5—96 мг/кг 
112—280 мг/кг 
150 мг/к 
0.202—1.71 мг/л 
0.10—0.12 мг/л 
5—177 мг/кг 
27—79 мг/кг 
32—10 мг/кг 
3.4—338 мг/кг 


Токсическая лоза железа лля человека 200 мг, летальная доза 7—35 г. 


Содержание железа в биожилкостях и тканях организма человека при интоксикации и ле- 
тальном исхоле нредставлено в табл. 8-77. 


Табаипа 8-77. Солержание жслсза в биожилкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) при янтоксиканни и лс- 
тальном исхоле 


Биосубстраты Кониеитрания при интоксикации Концентрация при летальном исхолс 
Сыворотка/плизма крови — 2.8—25,5 19—50 

Печень 1504 

Почки 982 


Кобальт (Со) 
Соединения кобальта используются для получения кобальтовых сплавов, при изготовлении 
керамики, в химической промышленности. 
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Солержаший кобальт витамин В, {цианокобаламин). при лечении посттеморрагических. 
жслезолефицитных и апластических анемий. а также заболеваний ЦНС и кожных болезней. 
Хлорил кобальт (11) в виде 20% раствора используют при лечении гипертонической болезни. 
Радиоактивный изотоп кобальта применяют в радиоизотопной диагиосгике и при лучевой те- 
рании (Со). 

Кобальт является жизненно необходимым элемснтом лля человека и животных. Он оказывает 
влияние на гемопоэз, белковый. углеводный. жировой обмен. размножение и рост организмов. 
участвует в фермеитативных процессах и образовании гормонов шитовидиой железы, угнетаст 
обмен йода, способствует выделению волы почками. Кобальт повышает усвоение железа и син- 
тсз гемоглобина. является мошным стимулятором эритропоэза. Витамин В, ,. помимо участия в 
процессах кровсгворения, синтеза белков способствует летоксикации организма (см. гл. 8.5.1). 

В организм человека кобальт поступает с пишей. Особенно много кобальта в говяжей печс- 
ни, молоке, красной свеклс, рсдисе, зеленом лукс, капусте, петрушке, салате и чесноке. 
Причины дефицита кобальта: 
недостаточное поступленис; 
нармиение регуляции обмена; 
атрофия слизистых оболочек ЖКТ: 
поиижениая кислотность желудочного сока; 
снижение функцин поджелудочной железы: 
глистная иппазия; 
лефицит витамина В... 

Основные проявления дефицита кобальта: 

общая слабость. утомляемость; 

снижение памяти: 

всгетососудистые нарушения. чритмин; 

анемии: 

замедленное развитие в детском возрасте; 

медленное выздоровление после заболеваний. 

Дефицит кобальта наблюдается при недостаточном поступлении этого элемента в организм — 
10 мкг/сут и менее. 

Избыточное поступление кобальта в организм встречается довольно редко и сопровождаст- 
ся различными нарушениями здоровья. Повышенное солержанис кобальта наблюдает у лиц. 
работающих в металлургической. стекольной и пемситной промышленности. Пыль. солер- 
жащая соединения кобальта. при поступлении в легкие способна вызывать отек и легочные 
кровотечения. Повышенное количество кобальга в оргапизме наблюдается при избыточном 
присме витамина В,.. Соли кобальта используются при производстве некоторых сортов пива, 
что в ряле случаев приводит к развитию у его потребителей кобальтовой кардиопатни. 

Причина избытка кобальта: 

е избыточное поступление. 

Основные проявления избытка кобальта: 

пневмосклероз, кобальтовая пневмония: 

поражение сердечной мьницы (кобальтовая кардиомиопатия); 

аллерголерматиты (контактный лерматит): 

гиперплазия шитовидпой железы: 

поражение слухового нерва: 

повышение артериального давления и уровня липидов в крови: 

повышение количества эритропитов в крови. 

Синергисты и антагонисты кобальта 

Повышенное содержание белка н железа в пише замедляег усвоение кобальта в ЖКТ, медь 
и цинк. напротив, усиливают этот процесс. Избыток кобальта может приволить к нарушению 
метаболизма йола в щитовидной желсзс. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание кобальта в моче. волосах. 

Дополнительные: содержание кобальта в сыворотке крови (риск коитамипаиии). 

Токсикокинстические характеристики кобальта представлены в табл. 8-78. 


Метаболизм и определение токсикантов различных химических групп... 885 


Таблица 8-78. Токсякокинстические хирактеристики кобальта 


Суточное поступлепие с пролуктами питания 


0,02—0.05 мг 


Суточиос поступление с воздухом 


0.00012 м! 


Резорбния из ЖКТ в кровь 20—30% 
Суточное вывеление: 

моча 0.005 мг 

кал 0.01 мг 

пот 0.0025 мг 

прочие (волосы и др.) 0.0005 мг 
Пернол полувывеления СТ, _) 30—40 лет 
Объем распределения (М0) ы 
Связывание с белками плазмы (Ро) (е 
Срелиес содержание: 

организм человека массой 70 кг 1,5 м 


кости 
кровь 
плазма/сыворотка 
эритропигы 
мышны 

грулнос молоко 
моча 

волосы 

ногти 

зубы (эмаль) 

зубы (дентин) 
почки 

нечень 


0.01—0.04 мг/кг 
0.0002 —0.04 мг/л 
< 0.0005 мг/л 
0.016—0.046 мул 
0.025 —0,65 мг/кг 
0.3 ме/л 

0.002 мг/л 

(3.0004 —0.5 мг/кг 
0.001 — 1.0 мг/кг 
0.006— 1.1 лике 
(2.004 —0,13 мг/кг 
0.1—0.5 мг/кг 
0.006—0, ЕЕ му/кі 


Токсическая лоза кобальта лля человека 500 мг. 
Содержание кобальга в биожилкостях и тканях организма человска ири летальном неходе 


представлено в табл. 8-79. 


Таблипа 8-79. Соцержание кобальта в биожилкостях (в мг/л) и тканях (п мг/кг) при легальном исходе 


Бносубстраты Кониситриция при летальном исходе 
Сыворотка/плизма крови | 1,360 
Моча | 26.40 
Сердце 0.37 
Легкие 0.17 
Печена», 0.34 
Почки 0.29 
Никель (М) 


Соелииесния никеля используются для изготовления монет, в металлических покрытиях и 
катализаторах, различных силанах. В мслипине пикель применястся при изготовлении имп- 


лантатов. 


Никель и сго сосдинения поступают в организм различными путями: пероральным, траис- 
«формальным. иИНгГаляЯЦИонНнНым. комбинированным. В оргинизме никель Накавливастся в ис- 
чени. палпочечинқах, костном мозге. пожелулочиой и шитовидной железах. легких, где его 
созержание е возрастом увеличивается. 
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В илазме крови никель находится в основном в связанном состоянии с белками: никель- 
плазмином (о,-макроглобулин) и а,-гликопротеином. 

Никель участвует в ферментативные процессах, окислении аскорбиновой кислоты, угнетаст 
действие адреналина. Повышенная концентрация никсля в моче (свыше 50 мкг/л) свидетельс- 
твует об интоксикации пикелем организма. При повышенном содержании никеля в организме 
вдвос возрастаст выведение кортикосгероилов с мочой. Избыточное поступление в организм 
никеля может вызываль денигментацию кожи (вигилиго), коитактный дерматит, системную 
типерчувствительность к никелю. Карбонил никеля является капперогеном. При длительном. 
в течение 10—40 лет. профессиональном контакте с сульфидом или оксидом никеля могут 
образоваться карпииномы легких и носоглотки. На пронзвояствах с иснользованием никсля у 
10—13% рабочих отмечаются аллергические реакции (папулезная. напуловезикулезная сыпь). 
У женшин аллергические реакпии на никель наблюдаются в 3—5 раз чаше. чем у мужчин. Они- 
сана лаже чак называсмая «аллергия кухарок». которая развивается у поваров и домохозяск, 
контактирующих с пикслированиой посулой. 

Данные о пониженном содержании никеля в организме человека отсутствуют. олнако в эк- 
сперименте на животных показано, что значительный дефицит иикеля вызывает их гибель. 

Причины избытка никеля: 

• избыточное поступление никсля в организм в быту и напроизволстве. 

При интоксикации никелем проволят симптоматическое лечение и хслатируюшую терапию 
(триэтилентетрамина лигилрохлорилом — ТКЕМ). Цикламаг кальция усиливает выведение 
никеля с мочой. 

Основные проявления избытка никеля: 

повышение возбулимости центральной и вегстативной нервной системы: 

отеки легких и мозга; 

аллергические реакпии кожи и слизистых оболочек верхних дыхательных нутей (дерматит, 

ринит и др.): 

гахикарлия: 

анемии; 

снижение иммунной защиты. повышение риска развития новообразований в легких. поч- 

ках. на коже. 

Синергисты и антагонисты никеля 

К числу литагонистов пикеля относятся серосодлержащие аминокислоты, кальций. сера, же- 
лезо. пинк, селен. витамин С. 

Индикаторы экспозиции/интоксикации 

Приоритетные: содержание никеля в моче, волосах. 

Дополнительные: содержание никеля в цельной крови. 

Токсикокинетические характеристики никеля представяепы в табл. 8-80. 


Таблица 8-80. Токсикокинетические характеристики никеля 


Суточное поступление е продуктами питания — 0.4 мг 


Суточное поступленис с возлухом 0.0006 мг 
Резорбиия из ЖКТ 1—10% 
Суточное выведение: 
моча 0.01 мг 
кал 0.37 мг 
нот 0.02 мг 
_ прочие (волосы и лр.) 0.001 мг 
Периол полувыведения (Т,„,) Ич 
Объем распределения (№0) Е; 
Связывание с белками плазмы (РЪ) 0.59 
Среднее содержанис: 
организм человека массой 70 кг 12 мг 
Кости < 0.7 мг/кг 


мыны 1—2 мг/кг 
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Окончание тайа. 8-59 


Кровь = 2312 0.001—0.05 мг/л 
сыворотка/паазма 0.00008—0.02$ мг/л 
грулпое молоко 0.0015—0.039 мг/л 
мача 0.0092—0.019 мг/л 
волосы 0.0—1.0 мг/кг 

зубы (эмаль) 1.35 мі/кг 

ногти 0.0—3.0 мг/кг 
печень 0.009—0.078 мг/кг 
ПОЧКИ (7.007 —0.018 мг/кг 
легкие _  0.085—0. 200 мг/кг 


Токсическая доза никеля для человека 50 мг. При копцентрапини № в моче 0.1 мг/л — легкое 
отравление. (0.1—0, мг/л — отравясиис средисй тяжссти, > 0.5 мг/л исобходима госпитализа- 
ция и терания хслаторамн. 

Концентрация никсля в биожидкостях и тканях организма челонска при интоксикации и 
летальном исходе представлена в табл. 8-81. 


Таблица 8-81. Конценграния пнкеля в бпожидкостях (в мг/л) и тканях (в мг/кг) ири интоксикации и 
лелальном исхояе 


° Биосубстаты = ' Копнентрация при интоксикации. | Кониситрация ири лете летальном исходе. 


————_ аа ааа $, а ань а 


Цельная кровь З 12,5 
Сывороғка/плазма крови | 0. 005: 3 3 | Е | 
Мочае — 10.025—1.0 147 
Печень | К РЕВ 1237—53 
Легкие | | 05у, |193 


* Хроническия интокснкании. 


На рис. 8-57 показаны осповные биологические свойства химических элементов 


© =нрбувные- = _ С 
СР 4 ФОНЫ 
1 1" Г 
ПС Бома авео сни 
сіва асісіаісіоороаје ав аі 
Баварс овоасюсов о 


ГЗ ЕЗЕауЕЕ8Е5С9[С2[ЕЗС21С31Е2155131Е9 
ЕЗ Зуара Са 2012281С1С3[С91С3171—71831Е 


Рис. 8-57. Оснопныс биологические свойства микроэлементов (по Вгапя В. «і а1., 1999). 
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8.5.4. Аналитическая диагностика профессиональных 
и экологически зависимых заболеваний, вызванных действием металлов 
и металлосодержащих соединений 


Не клиническая симптоматика. а раниие изменения на молекулярном 
и клеточном уровнях должны быть главным ориентиром 

в диагностике начальных стаций развития болезни. 

Д. Саркисов 


Загрязнение окружающей среды способствуст возникновению профессиональных, профес- 
сионально обусловленных и экологически зависимых заболеваний. Актуальность опрелеления 
токсичных химических веществ в биологических средах возрастаст по мере ухулшения эколо- 
гической ситуации. Интенсивное развитие промышлениости привело к серьезному загрязне- 
нию производственной н окружающей человека среды токсичными веществами, которые могут 
поступать в организм человека с продуктами питания, вдыхаемым воздухом и волой. Внедрение 
в промышленность новых токсичных веществ па фоне ухупиения экологической обстановки, 
особенно в условиях аварийных ситуаций (см. гл. 10). требует исиользования экспрессных и 
надежных методов оиределения токсикантов в биосубстратах человека. Несмотря на то что 
профессиональные заболевания встречаются реже. чем другие болезни. социальное значение 
нх велико, так как опи поражают значительное число лин трудоспособного возраста, нередко 
протекают тяжело и являются причиной потери трулоспособности. В нашей стране уровень 
профзаболеваний остается высоким. олнако преоблалают стертые формы течения болезни. 

Раннее выявление признаков возлействия на организм человека псблагоприятных факторов 
окружающей срелы связано с повышением чувствительности и селективности валидных мето- 
дов оценки уровня токсикантов в корректных диагностических биосубстратах. Такие методы 
широко применяются в различных странах мира и являются частью сислемы наблюдений за 
показателями состояния здоровья населения, выбраниыми в качестве индикаторов для оцен- 
ки воздействия неблагоприятных факторов окружающей среды. Достоверность лабораторных 
результатов обеснечивастся выполнением комплекса организанионных мероприятий и соблю- 
дением принципов СІР. надлежащей лабораторной практики (НАН) (см. гл. 5.8). Обязатсль- 
пой составной частью определения являются межлабораторный коигроль и интеркаллиброн- 
ка (интеркаллибрация) результатов лабораторных исследований. использование стандартных 
образцов, соблюдение елиного протокола по отбору. транспортировке. подготовке и анализу 
образнов диагиостических биосубстратов (см. электронное приложенис). 

Разработка критерисв, позволяющих объективно диагностировать профессиональную нато- 
логию в преморбидиый пернол, оценивать течение профессиональных и экологически зависн- 
мых заболеваний, эффективность лечебных мероприятий. в первую очередь связана с приро- 
дой токсиканта и особенностями (механизмами) сго токсического действия. 

В табл. 8-82 приведены некоторые токсиканты, под воздействием которых могут возникнуть 
профзаболевания. 

Опрелеление токсикантов в биосубстратах используют в качестве бномаркеров экспозиции 
(воздействия). Пробополготовка и методы определения в биосрелах органических и нсоргани- 
ческих соелинений металлов изложены в гл. 5. 6. 8.5.1 и 8.5.2. При лиагностике профессиональ- 
ных заболеваний невозможно ограничиться опрелелением только биомарксров экспозинии. 
На практике наблюдают случаи, когда при повышенном содержании токсиканта в биосрелах 
человек практически здоров (или симптомы болезни не диагносцируются имеющимися у врача 
метолами?!) и наоборот. например не учитывается синдром повышенной химической чувстви- 
тельности, обусловленный генетическими особенностями конкретного человека (см. гл. 10). 

Во всех развитых странах в профпатологии особос вниманис уделястся донозологической 
диагиостике (см. гл. 8.5.2) и генетической экспертизе для выявления синдрома повышенной 
химической чувствительности. 

Кроме количественных показателей биомарксров экспозиции нсобоходимо иметь объектив- 
ную информацию о степени выраженности эффекта. Для этого проволят опрелеленне тех ха- 
рактерных изменений па молекулярном и клеточном уровиях. которые вызваны ноступлением 
токсиканта в организм. 
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Таблица 8-82. Токсикзнты, вызывающие профзаболевания 


Токсиканты 


Бсизол. хлорбензол, тексзхлороциклогсксан. 
гексаметиленлиамии 


Фтор 


Ароматические амино- и питросоединения (ани- 
лин. нитробензол, нитротолуоя. ди- и тринитрото- 
луоя). бертолстова соль 


Оксип углерода (И) 
Мыитьяковистый полорол. фенилгилразин 


Свинец 


Г љо Снидромы профзаболевания 


Угнетенис гемоноэза 
Пораженис гепатобилиарной системы 
Флюороз 


Метгемоглобниемия 
Поражение почек н мочевыволяших путей 


Карбоксигемоглобинемия 
Гемолитическая а! емимя 


Нарупепие синтеза порфиринов и гема 


Поражение почек в мочевыводящих путей 
Поражения центральной и периферической нс- 
равной системы 
Ссроуглерод, пары ртути, марганси, тстраэтилсви- 
нец 


Поражения иснтральной и псрифсеричсской нс- 
рвпой системы 

Поражение почек и мочевыволяших путей 
Поражение гепатобилиарной снстемы 
Хлорировзиные углеводороды, хлорироизводные 
нафталина. стирол, спирты, гликопи. искоторые 
эфиры. керосин. хлорсолержашие пестициды. со- 
саинения ргути. сослинения мышьяка, фосфор 


Поражение генатобилиариой системы 
Поражение почек и мочевыводящих путей 


Калмий, литий. висмут. золото. хром. пинк, ко- 
бальт и другис металлы. ялохимикаты 


Поражение почек и мочевыводяших путей 


Интериретация результатов обследования пациента — как лиагноз профессионально обус- 
ловлеиного или экологически зависимого заболевания — возможна (согласно действующему 
закополательству РФ) лишь в том случас, ссли установлена связь произошедших изменсний в 
организме с конценгранией токсиканта, опрецелсниой в биосубстратах больного. 

Выбор того или иного диагностического биосубстрата в отечественных гигиенических ис- 
следовапиях часто обусловливается аналитическими возможностями лаборатории и простогой 
взятия пробы биологического образиа. При этом далеко не всегда учитываются существующие 
международные иравила и мировой опыт но выбору адекватного диагностического биосубстра- 
та (табл. 8-83). 

Для оценки клинической ценности лаборзториых тестов приияты следующие критерии: 
дизжнностическая информагивность, диагностическая чувствичельность. патогиюмичность и 
лиагностическая спепифичность метода опрелеления. 

Информанию о лиагностической ценности лабораторного теста получают в результате изу- 
чения зависимостей доза—эффект, доза—ответ. выраженность воздействия — эффект и выра- 
женность воздействия — отвег в экеперименте на живонтых. Результаты. полученные при об- 
слеловании рабочих, контактирующих с токсикантом в произволственных условиях, являются 
паиболсе ценными. В качестве дозы используют концентрапию токсиканта в биологическом 
материале, для оценки эффекта или ответа применяют наблюдаемые специалистами изменс- 
ния. происходящие в организме нри контакте человека с фактором токсичности. Для усла- 
повлспия ранцих изменсний используют лабораторные иммунологичсские, биохимические, 
гематологические и другие показатели. 

В качестве примера устаповления зависимости лоза—эффскт между коииситрацией свинца 
в крови рабочих и уровнем ряла лабораторных показателей в табл. 8-84 привелены материалы, 
полученные при обследовании людей. контактирующих со свинцом в процессе произволствен- 
пой деятельности. 
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Таблица 8-83. Рекомеплуемые лиагностические биосубстраты (по Сазагсц апа Оои$ Тохісоіову: (ће Вазс 
Ѕсіепсе оГровоп$. РЕВ Едитоп. 1998. Ревич Б.А.. 2004) 


Биосубстраты | аала ьалаа і _ ЛОЕВАМ са 
‚воны элеменгов ‚| алифагнческие галогенсодержащие | другие 
и ароматическне углеводороды | соединения 
і = Е Утлеводоролы и гетеропиклы | Е 5. 
Крояь* АІ. Аб, Ва. Са. Со. Хлоромстаи, бромо- Нитробснзол. СО 
Си. Е, РЬ, Мп (). меаи. дихлорометан, ацетон 
№. Не. $е, Сл. 11. винилхлорид, трихло- 
О. У, Сг (в эритро- роэтилен, лноксины, 
цитах) полнхлорированные 
бифенилы (ИХБ). гск- 
сахлорониклогексан, 
| ДДТ и др. 
Моча? 56, Аз. АІ, Ва. Ве, Гексан, циклогск- Нитробензал. 
Са. Се. Со. Си. сан. бензол. ксилол. анилии, ацетон. 
Сг (2), Е. РЪ. Мп (?). | стирол. этилбензол. фенол. пентахло- 
№. НЕ. %с, ТІ. Ц. триметилбензол. ‚рофенол 
7п. У толуол и др. 
Волосы Аз. РЬ. НЕ. Е. ЅЬ. 
Ее. Са. Си. $е, п, 
реякоземельных Е 
Грудное Диоксины, ПХБ. гек- 
молоко сахлоропиклогексап, 
ДАТ и др. 


*Дискухсионными чилются вопросы информативности содержания в моче хрома п марганца. а также марганци в 
крови (см. гл. 8.5.3) 


Таблица 8-84. Изменсние уровня некоторых биомаркеров в биосубстратах рабочих ири разных конценг- 
рациях свинив в крови 


Бномаркеры Концентрация свница в и. мкг/мл 
Гат пы ао | Ян аа 

АЛК-Дэр + ++ ++ +++ ++++ 
ЭР5№ [= + ++ ++ ГЕУ [+++ 
ППЭ - + ++ ++ +++ ++++ 
2пррэр - - = + +++ +++ 
АЛКм -— . + +2 ++- +++ 

РТ - - + ++ +++ +441 
533 т - - е + ++ 


Примечание. АЛК-Д эр-— зритронитарная дегидратаза дельта (д)-амннолевулиновой кислоты; ЭР5М — эритроцитар- 
ная пиримидин-5-нуклсотидаза; ПИЭ — протопорфирипы эритроцитов; ХиРР„, — циикопротонорфирин эригпецитов; 
АЛКм —6-змиполевулиновая кислота мочн: РТ — ретнкулоциты крони. 533 — базофильнюзернистыс эритроциты. 
Обозпаченис. — — содержание или активность бномаркера нс измемиется: + — содержание или активность изменяет- 
ся не более чем у 25% обследусмых; ++ — солержпине или активность изменяется не более чем у 50% обсяслуемых; 
+++ — содержание нли активность изменяется не более чем у 75% обследуемых: ++++ содержание или активность 
изменяется у 100% обслелусмых. 


Из табл. 8-84 следуст. что но мерс повышения концентрации свинца в крови увеличиваст- 
ся число показателей. содержание или активность которых в организме человска изменястся, 
одновременно увеличивается число рабочих с измененными тестами. Наиболее рано иачинают 
изменяться активнасть АЛК-Дэр. ЭР5М и солержание ППЭ в крови, что свидетельствует о на- 
рушепии порфиринового обмена и повреждающем действии свинца из нуклеиновыс кислоты 
(рис. 8-58). 
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Гем Е 
№ И Еепос % Ба? 27 Сусс у 
++ 
(рь) Ы. Глицин+ 
Гемоксидаза ( (во) рат, 
(микросомальная) (РЫ) АГА-$ Ия 
Протопорфирин ІХ 
(Рв) к А 
\ Билирубин Сорго-О АЕА-О 
+ Сорго 
Ре А 
| 
у 
Сорго «—— ПОгорог мч РВС 


Рис. 8-58. Схема поврежлающего лействия свипца на порфириповый обмен. 

АГА-$ — синтетаза 5-пминолевулсновой кислоты: АА — 5-аминолевуленовая кислота; АА - № — де- 
гилратаза б-амиполевуленовой кислоты; РВС — порфобилиноген: Огорог — уропорфириноген; Сорго — 
копропорфириноген; Сорго-О — копропорфириногеноксилаза: Рего-С — феррохслатаза; СуюсН-е — ин- 
тохром с. 


У ряда рабочих эти показатели в крови изменяются уже при концентрации свинца зна- 
чительно меньшей, чем верхияя граница сго естественного содержания у жителей ралпатых 
стран (среднее значение естественного содержания свинца в крови у жителей европейских 
стран около 20 мкг/лл. а верхняя граница достигает 40 мкг/дл). Между концентрацией свиниа 
в крови и показателями. нриведеиными в габл. 8-84. выявлена корреляционная связь. Таким 
образом. при одновременном определении токсичного вешества и биохимических показателей 
у рабочих. коптактируюших со свинцом, можно выразить математически зависимость доза — 
эффект. усгановить посчеловательность парастания изменений, происходящих в ор анизме, и 
опрелелить наиболее ранпис из пих. Показатели. которыс изменяются при наиболее низких 
коннентрациях токсикацта, могут быть использованы для ранней локлинической диагностики 
и. возможно. при провелении экологических исследований. Высокие коэффиниенты коррсля- 
пии между кониентрацией свинпа в крови и лабораторными тестами говорят о пагогномич- 
НОСТИ ЭГИХ биомаркерон. 

Зависимость доза — ответ характеризует лнагиюстическую чувствительность и информатнв- 
ность теста. Для этой исли рассчитывают частоту встречаемости обследусмых лиц. у которых 
активность или кониентрация биомаркера выходит за прелелы нормальных значений. 

Частота встречаемости биомаркера. солержание или активность которого выходит за преде- 
лы нормальных значений. выраженная в процентах, характеризует его днагностическую чувс- 
твительность (Дч): е) 
Дч = е] х1. 


где О — число рабочих, у которых уровень биомаркера изменен; М — общее число обследо- 
ванных рабочих и групие. 

Пример зависимости лоза—ответ, полученной при обследовании рабочих, коитактирующих 
со свинцом. привелен в табл. 8-85. 
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Таблица 8-85. Частога пстрсчасмосен рабочих в % с измененными уровнями биомаркеров в биосрелах при 
разных кониентрациях свинца в воздухе производственных помсшений 


Биомаркеры Коннентрацня свинца в воздухе. мг м 
4 10005-1. 0.15 | 0 
АЛК-Дэр 42 ‚100 100 
АЛКм 13 60 90 
КПы 12 16 50 
Свинсц в моче 15 69 87 
Свинеи в крови 33 71 85 


Примечание. КИм — конропорфирин н моче. 


Из табл. 8-85 слелует, что по мере повышения кониентрании свинца в воздухе увеличивается 
частота встречаемости лиц с изменсиным содержанием или активностью биомаркера. Наиболь- 
сс значение Дч получено при определении активности АЛК-Дэр в эригроцигах, которая со- 
ставляет 42% уже при концентрации свинца в воздухе. в 10 раз меньшей. чем рекоменлусмая в 
настоящее время ПДК (0,05 мг/м). На втором месте иахолится определение свинца в крови — 
Дч = 33%. Содержание свинца в моче, АЛКм и КПм (копропорфирин в моче) повышается 
минь у 12—15% при низкой концентрации свинца в возлухе рабочих помешений. При повы- 
шенных концентрациях свинна в воздухе рабочих помешений Дч для привеленных в табл. 8-85 
тестов достаточно высока кроме содержания КПм. 

При изучении зависимости доза — ответ при низких концентрациях свинца в возлухе на- 
иболсе информативным являегся определение содержания свиниа в крови и активности АЛК- 
Д в эритроцитах. При болес высоких кониснтрациях свинца в воздухе наряду с определением 
содержания свинна в крови и активиости АЛК-Д в эри!ронигах достаточно высокой пиагиос- 
тической чувствительностью обладают определение АЛК в моче и свинина в моче. Поскольку 
определепие КИм характеризустся низкой Дч даже при высоких концентрапиях свиниа в воз- 
духе промышленных предприятий, его применение для диагностики сдва ли целесообразно 

Зависимость выраженносгь—эффект даст дополнительную информацию для обоснованного 
выбора критериев при лиагпостике нрофзаболсваний. обусловленных воздействием токсикан- 
тов. Пример изменения уровией биомаркеров в биосрслах рабочих при разной степени выра- 
женности воздействия свинца приведен в табл. 8-86. 


Таблица 8-86. Уровии свиица и показателей лабораторных тестов в биосрелах рабочих в зависимости от 
выраженности его возлейсавия 


Тесты | | Груциз обследованных рабочих | 
контроль 1-я 2-я _ 3-я 4-я 
Рбм, мкг/л и 167 109 175 500 
Рькр, мкг? 24 39 60 74 102 
АЛКм 1,7 32 11.9 18.3 39.7 
Б3Э До 15 6 5 30 294 
МДА. имоль/мл 13 26 31 32 — 
© -ТК 4,1 3.2 3,0 2.7 — 
ХЛ, уе. 240 490 618 — == 


Примечание. МДА — малоновый днальлегил: с-ТК — и-токоферол; ХЛ — хсмияюминссисниня; 1-я — практичсс- 
ки здоровые рабочие. контактирующие со свиицом: 2-я — лаборагорная сталин хронической свинноной интоксикации 
4ХСИ): 3-я — больные легкой члалися ХСИ. 4-я — больные выраженной сталией ХСИ. Выраженность воздействия 
опрелеляется снеииалиетом-профшатологом. 


Из табл. 8-86 слелует, что концентрация свинца в моче и крови, АЛК в моче, а также рил 
показателей окислительного метаболизма (МДА. о-ГК) хотя отличаются от условного нор- 
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мального уровня. тем не менес клинических признаков интоксикации в этот периол сіңе не 
наблюластся. Содержание БЗЭ начинает изменяться значительно позже и является одним из 
биомаркеров ХСИ. а не прелпатологии. 

Определение концеитрапии токсиканта в биоспелах человека выгодно отличается от других 
тестов, так как этот маркер характеризуется абсолютной днагностической спепифичностью. В 
гигиенических исслелованиях и профпатологии проводят определение и токсиканта. и других 
маркеров интоксикапии. Однако уровни биохимических. иммунологических и других лабора- 
торных показателей. как правило. изменяются не только при лействии определенного токси- 
каита, но и при возлействии других токснкантон и/или наличии сопутствующих заболеваний. 
Например. снижение активности раниего и очень чувствительного биомаркера воздействия 
свинна —АЛК-Д в эритроцитах. а также содержания АЛК в моче, Б3Э происходит при ноз- 
действии как свинца. так и ряла органических растворителей. Сильно снижается активность 
АЛК-Д при принятии алкоголя. Для повышения спенифичностн лнагностики профинтокси- 
капий используют рял приемов. Так. определение активности АЛК-Д при разных рН инку- 
бапиониой ерелы или температурная обработка пробы крови перед провелением апализа зна- 
чительно повышают информативиость теста. Иногда диагностическая специфичность может 
быть повышена при соблюдении пациентом перел отбором крови или мочи определенной 
лиеты. Например. активность АЛК-Л сильно снижается после приема алкоголя. однако. в от- 
личие от возлействия свинца, через 10 ч возвращастся к нормальным значениям. Поэтому при 
провелении лабораторной диагностики на наличие ранних сталий свинцовой интоксикации 
обязательным требованием является запрешение прииятия алкогольных напитков за 2 сут ло 
взятия крови. 

Для повышения специфичности лабораторной диагностики целесообразно иримсиять нс 
один биомаркер, а их комплекс, характерный лля возлействия конкретного токсиканта, что 
значительно повышаст сиспифичиость и надежность лизгностики. В рекомендациях по ис- 
пользованию комплекса биомаркеров отмечают. при каких заболеваниях возможно изменение 
кажлого показателя. Если такие заболевания исключены при мелинииском обслеловании. то 
точность диагностики с помошью методик. включенных в диагностический комплекс, сушес- 
твенио повышается. 

Поскольку рапние измепсния при возлействии токсикантов. как правило. неспецифичны для 
оценки общего состояния организма. иелесообразно использовать методики. которые с высокой 
вероятностью отражают ранние неспецифические эффекты. Например. данные об изменении 
уровня окислительного метаболизма при действии свинца свидетельствуют о поврежлении кле- 
точных мембран. нарушении процессов окислительного фосфорилирования. что лежит в основе 
многих патологических ироцессов и происходит практически при любом воздействии (стресс. 
рял заболеваний. действие различных токсичных вешесгв). Поэтому наряду с более снецифич- 
ными показателями. харакгеризуюшими нарушения порфиринового обмена. при диагностике 
свинцовых интоксикаций используют и малосненифичные маркеры, характеризующие изменс- 
ния окислительного метаболизма и отражаюшис общее состояние организма. 

Установление зависимостей ноза—эффект. поза—ответ. выраженность возлействия — ответ 
позволяст выявить патогномичность лабораторного теста. его лнагностическую информатив- 
ность и чувствительность. влияние концентрации токсиканта в определенном биосубстрате. 
оценить их значение в общем комплексе лабораторных методов для лиагиостики. выбрать 
наиболее эффективный комплскс методов. и также мстоды. отражающие нанбодсс раниие из- 
менения. происходящие в организме при хроническом поступлении токсиканта. 

Аналитические результаты при определении токсичных веществ в биологических материа- 
лах лолжны быть получены с помошью аттестованиых меголик в аккредитованных лаборатори- 
ях, оснашенных современным оборудованием (см. гл. 5 и 6.1) и корректно интерпретироваиы. 
Соблюление нормативов химического анализа. заложенных в ГОСТ Р ИСО 5725-02 «Точность 
(правильность и прецизионность) методов и результатов измерений» является обязательным 
(см. ге. 6.1). 

Учитывая залачи. встаюшие перед профнатологией, значение изименышей определяемой 
концентраиии (Сн) для методов. используемых в клинико-гигиенических исслелованиях. не 
должно быть выше, чем верхняя гранина естественного содержания токсиканта в биосредах. 
Если значение Сн. опрелелясмое метоликой. выне, чем естественное содержание токсичного 
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вещества. то невозможно корректно оцепить концентрацию токсиканта в биосрелах и нельзя 
провести диагностику ранних стадий заболевания. Так, лля свинца Сн по одной из методик его 
определения в моче составляет не более 40 мкг/л (0,04 мкг/мл), для крови — не более 40 мкг/ал 
(0.4 мкг/мл). Если токсичное вещество в нормальных условиях в организме не содержится. 
то Сн определяется самой низкой сго концентрацией, имсющсӣ токсикологичсскос значение. 
При нроведении экологических исслелований испойьзуюя более чувствительные методики. 

При разработке методик определения неорганических веществ метод станлартиых лобавок 
целесообразно применять. ссли биологический материал полвергастся полной минерализации. 
так как при использовании эгого снособа бсз полной минерализапии возможны ошибки оп- 
ределения. Это обусловлено тем, что токсичное вешество, введенное непосредствеино в про- 
бу, пе связано с белками. в отличие от выделяемого токсиканта. Поэтому опрелеление ртути 
в моче атомно-абсорбционным методом без частичной минерализации мочи сопровождается 
сушественными погрешиостями. Если способ внесения добавок псприемлсм, то используют 
способ сравнения новой методики с надежным способом, разработанным ранее. Если вещест- 
во не улетучивается и не разлагается при минерализации, то возможно сравнение результатов, 
полученных после минерализации биоматериала и без нсе. Тем не менее стандартной между- 
народной методикой является способ внесения добавок (см. гл. 6.1). 

Наиболее належный способ проверить методику — иснользовать стандартные образиы срав- 
нения. Примсняюг государственные стандартные образцы (ГСО). отраслевые станлартные об- 
разпы (ОСО), станлартные образцы преднриятий (СОП). Значение воспроизволимости в ра- 
бочем лиапазоне определяемых кониентраний лля метолов, применяемых в профпатологии, не 
полжно быть выше 0.1, что вполне достижимо в практических условиях 
Свинец 
Биомаркеры раннего воздействия свинца на организм: 
повышенные концентрации свиица в моче и крови; 
снижение активности АЛК-Д. ЭР5М, кагализы (КАТ); 
повышенное содержание ППЭ, малонового диальдегида; 
сниженис количества РТ; 
усиленис хеомилюминисценции крови. 

Биомаркеры аккумуляции свинина в организме и выраженной ХСИ (включая и биомарксры 
раннего воздействия): 

» серые «линии свинца» на дсснах, которыс огражают повышенную секрецию свинца (и рту- 
ти) в слюне; 

повышенное содержание АЛК в моче; 

повышенное содержание 2пРР в крови; 

увеличение количества БЗЭ в крови: 

нарушение функционального состояния почек (см. гл. 2.4.4); 

изменение картины крови (см. гл. 2.4.3). 

Если выраженность свинцовой иитоксикации высокая, а концентрация свинца в моче и 
крови низкая. то токсическое действие свинца на организм пациента обусловлено постоянным 
поступлением металла из лепо (см. гл. 4). Например. человек лавно прекратил работу, связан- 
ную с поступлением в организм повышенной дозы свинца. однако за прошелшие годы свинец. 
содержашийся в крови. депоннровался в скелет, частично печень и почки. Для полтверждения 
причины профзаболевания в таком случае используют способность ряда комплексообразовате- 
лей ускорять выведение токсичного вещества. В организм вводят хелатор (например, тетацин). 
который ускоряет выведение свинца из депо. и онрелеляют концентрацию металла в моче ло 
введения и после введения хелатора. Отношение концентраций свиниа до введения и после 
введения тетацина указывает ма наличие лепо в организме человска. 

В разных странах мира (США, Канала, Германия. Япония, Нилерланды, Скандинавские 
страны) осуществляются национальные программы по определению свинца в биосредах, по 
пругим токсичным веществам действует программы МАГАТЭ и ВОЗ (см. гл. 10). 

Ртуть 

Для раннего выявления действия ртути используют комплекс биомаркеров: 

коицентрации ртути в моче и крови — биомаркеры экспозиции; 

активность СОД — биомаркер эффекта; 
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активность КАТ — бномаркср эффекта: 

активность глутатионрелуктазы (ГР) — биомаркер эффекта: 

активность холинэстеразы (ХЭ) — биомаркер эффекта; 

содержание малонового лиальлегида в крови — биомаркер эффекте; 

солержание катнонных белков в нейтрофилах — биомаркер эффекта: 

активность М-аистил-В-О-глюкозаминилазы (МАС) в моче — биомаркер начальной сталин 
норажения ночек (ем. гл. 2.4.4). 

Определение ртути в биосрелах человска — важнейший критерий в лнапюстике ртутных ин- 
токсикаций. Для интерпретации нолученных результатов используют данные об сстествениом 
содержании ртути в биосрелах и максимально допустимых се концентрациях (см. єл. 8.5.3). 

Повышение активности антиоксилаитных ферментов СОД, каталазы и ГР рассматривается 
как компенсаторно-приспособительная рсакиия организма, направленная ма замедление про- 
цессов своболиорадикального окисления. вызваиных действием токсиканта. При концентра- 
циях ртути в моче (50 мкг/л) активность этих ферментов и ХЭ. а также копцеитрация магния 
и пинка в крови начинают снижаться. Одновременно отмечается активация ПОЛ, повышается 
концентрация малонового лиальдегида в крови, В.-микроглобулина и белка в моче, активность 
МАС в моче, отмечается пзчальная стадия поврежления функциональшой активности почек. 
Происхолит срыв адаптации. Использование комплекса биомаркеров токсического действия 
ргути позволяет выявить ранние сгалии токсического действия металла на организм и оценить 
выраженность этого воздействия. 

Симптомы ргутной интоксикации у лиц. имеющих контакт со ртутью на производстве. 
появляются при содержании ртути в моче более 50—70 мкг/л. Согласно рекоменщаииям Амс- 
риканской ассоциации тигиснистов труда. содержание ртути в моче не должно превышать 
50 мкг/л в теченис рабочего дня и 15 мкг/л крови в конце рабочей недели. в РФ — эти цифры 
равны 30 мкг/л и 15 мкг/л соответственно. 

Повышенное поступление ртути в организм изменяет содержание других элементов (см. 
гл. 8.5.1}. В табл. 8-87 приведено среднее содержание химических элементов в волосах рибочих, 
контактирующих с ртутью на производстве и у жителей Москвы. 


Таблица 8-87. Средиее содержание химических элементов в волосах рабочих. контактируюших с ртутью 
па пронмюлстве и у жигслей Москвы (мкг/г) 


Элемент | Рабочие Жители Москвы 
| 0=60 | 216915 


Са 1166,03 106,0 1153,0+10,0 
Со 17,20+1,19 16,40,11 

Ғе 38,697.57 20.4+0.3 

ПЕ 11,554 1.741 0.96+0.02 

1 1.42+0.20 9.41+2.42 

к 465.0+93.01 183.0+3,0 
Мр 170,0+15.0 120.0+1.0 

Р 216,0+12,0 173,0+2,0 
5: 0,34+0.02 0,98+0.06 
Ги 178.0+6.0 206,0+1.0 


Примечание. Достоверность различий (р < 0.001). 


Метол ИСП-МС (см. гл. 6.4.3 и 8.5.2) позволяег быстро получить достоверные даниые о 
содержании ртути в волосах и использовать результаты для оценки избыточного накопления 
Нр в организме (рис. 8-59) и выделения групп риска при обследовании больших групп людей, 
имеющих контакт с ртутью на нроизволстве. 


896 Глава 8 


2 Москвичи Ш Москвичи (мужчины) 
Ш Москвичи (женщины) Ш Москвичи (контакт с ртутью) 
Ш Промышленные рабочие 


Рис. 8-59. Частота избыточного накопления Нұ в волосах в различных группах обслелованных 
(Скальная М.Г., Скальный А.В., 2004). 


Кадмий 

Содержание калмия в металлотионеине плазмы крови или мочи — самый належный крите- 
рий выявления хронического возлействия токсиканта и имеет горазло болышее токсикологи- 
ческое значение. чем общее содержание кадмия. Однако ето опрелеление требует применения 
дорогостоящих методов исследования (см. гл. 6.4.3 и 8.5.1). В профпатологии (Россия) инли- 
катором хронического воздействия кадмия считают концентрацию кадмия в моче при низких 
уровнях его поступления и отсутствии заболеваний почек. Оиределение концентрании кадмия 
в крови используют преимущественно как показатель текущего поступления его в организм. 
При длительном воздействии повышенных доз токсиканта содержание кадмия в волосах отра- 
жает уровень его накопления в организме. 
Комплекс биомаркеров вредного воздействия кадмия на организм человека: 
кониентрация кадмия в моче и крови: 
активность МАС в моче; 
солержание В,-микроглобулина (В.-МГ) в моче; 
содержание ретинол-связывающего белка (КВР) в моче; 
содержание трансферрина (ТР) в моче. 
Повышение экскреции В,-МГ с мочой — один из ранних признаков повреждения почечных 
канальцев. который наблюдается при концентрации калмия в моче около 3,3 мкг/моль кре- 
атинина. Чувствительным маркером раиней стадии развития хронической лисфункции почек 
при поступлении кадмия считают опрелеление в моче лизосомального энзима, находяиюгося в 
почечных канальцах: активность МАС повышается до 3,3 ед на 1 г креатинина при кониентра- 
цни калмия в моче 0.9—1,7 мкг/г на | г креатинина. Олновременно новышастся конпентрапия 
трансферрина. КВР. альбумина в моче. 

Виервыс допустимый уровень кадмия в моче 9 мкг/л был установлен в Японии в 1970 г. 
Впоследствии в США был ирелложен более низкий уровень — 5 мкг кадмия на | г креатинина 
(7 мкг/л мочи) и 5 мкг калмия на | л крови (см. гл. 8.5.3). 
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Никель 

Повышенное содержание никеля в организме является основной причиной развития про- 
фессиональных дерматозов. 

Для диагностики токсического действия пикеля предложен комплекс биомаркеров: 

определенне никеля в моче: 

питохимические показатели (активность кислой фосфатазы нейтрофилов — КФн, щелоч- 

ной фосфатазы нейтрофилов — ЩФн. миелопероксилазы нейтрофилов — МПн. КАТ, ХЭ. 

цитохромоксилазы): 

тест-НСТ и тест-РТМЛ*; 

показателн окислительного метаболизма (активность КАТэр. содержание малонового ли- 

альаегила и перулоплазмина в сыворотке крови): 
® нарушснис углеводного обмена. 

Наиболее высокая лнагностическая чувствительность характерна для цитохимических тес- 
тов. При низких уровнях воздействия и стаже работы с соединениями никеля до 10 лет Дч для 
КФн составляет 94.5%, лля МПн — 89%, для ШФн — 81,4%. Дч определения никеля в моче 
около 100%. Дч лля теста-НСТ и теста-РТМЛ повышается с увеличением стажа работы по 
80—919. 

При концентрации никеля в моче 100 мкг/л отмечают слабую стспень интоксикации, при 
100—500 мкг/л — иитоксикацию среднсй тяжести и свыше <(№ мкг/л — тяжелую интоксика- 
цию. 

В Россни принята стандартная (официальная) мсгодика определения ряла тяжелых метал- 
лов, папример железа. никеля. пинка и др. в желчи. Она заключастся в прямом опредсленни 
целевых компонентов методом ААС (Ғе при 248.3 им. 2п при 213.9 нм и № при 232.0 им). 
Отбор нроб желчи производят в стерильную химически чистую посуду при дуодональном 
зондированин. Для консервирования пробы в пробирку вносят 0, 05 мл хлороформа. Пробы 
можно хранить в холодильнике в течение 3 сут. Для приготовления стандартных растворов 
исслелуемых металлов для калибровки ААС используют билистиллированную воду. Осповной 
стандартный раствор готовят из стандартного образца с концеитрацией металла 1.05—0.95 г/мл 
путем разведения 0.1 н. азотной кислотой в мерной колбс на 100 мл. Дианазон определяемого 
содержания: 0,1—1,5 мкг/мл (железо). 1—5 мкг/мл (пинк), 0.5—2,5 мкг/мл (никель). Погреш- 
ность измерения не более 25% (Р = 0.95). Время одного опрелеления 7—10 мин. 

Марганец 

У рабочих. занятых добычей марганцевых рул. сушественно повышена смертность. На пер- 
вом месте среди причин смерти стоят злокачественные новообразования (36%). лалсе идут 
сердечно-сосудистыс заболевания (25.4%), болезни органов лыхания (22%). цирроз печени 
{12.4%).Гоксическое действие марганца на производстве обусловлено преимушсственио вды- 
ханием дыма и. реже. пероральным поступлением с водой или продуктами питания. 

ПДК марганца в воздухе рабочих помещений равна 0.05 мг/м’ по диоксиду марганца и 0,03 
мг/м’ по металлу. Признаки и симптомы влияния марганца на ЦНС проявляются при кон- 
центрация сго в воздухе 2—5 мг/м). Полагают. что максимально допустимый уровень (МДУ) 
марганиа в воздухе должен быть менее 1 мг/м!. 

Для оценки экспозиционного риска токсического действия марганца используют определе- 
нис сто концентрации в волосах. Отмечают прямую зависимость между концентрацией мар- 
ганца во влыхаемом воздухе и в волосах. например электроспаршиков. Солержание марганца в 
волосах отражает промесс длительного поступления токсиканга и накопления его в организме. 
Установлена также прямая зависимость между выраженностью возлействия марганца от кон- 


* Реакция торможения миграции лейконитов (РТМЛ) позволяет охарактеризовать пункцию Т-лимфоцитов и выяпигь 
ангиген (например. специфический исченочный антиген и др.). к которому сснснбиянзированы Т-лимфонигы. РТМЛ 
применяется аля выявления арганоспспифической гипепчувствительности замедленного тииз. Если в качестве ои- 
гигенов использовать специфические клеточные структуры тех нан нных внутренних органов (например. мембрины 
кирдмомнопитов, печеночных липопротенлов, амнлондных фибрилл и т.1.). РТМЛ может оказаться нолезной для 
подтверждения местной (органной) гнперчуяствительностн замеалениого типа (например. при неспеннфическом ми- 
окралите, хроническом активном гештите. амиломлозе почки и т.п.}. В качестве антигена используют митогены рас- 
тительного пронсхожления — фнитогематлютинии {ФГА) или конканавалии А (КОН А), а также орглиоспенифичные 
антигены (например. сиснифический псчсночный или почечный антиген). 
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пентраини сго в волосах. Полагают, что ориентировочная лимитируюшая концентрация мар- 
ганна в волосах не должна превышать 3 ме. 

Корреляция между уровнем марганца в сыворотке, цельной крови. моче и клиническими 
проявлениями сто воздействия не выявлена. Поэтому диагностическая значимость опреде- 
ления марганца в крови до сих нор однозначно не установлена (см. гл. 8.5.3). Не выявлено 
достоверной связи между концентрацией марганца в крови и продолжительностью сго воз- 
действия. Концентрация марганца в крови не связана и со сгадисй хронической марганцевой 
интоксикации (ХМИ). Полагают, что оиределение солержания марганца в крови имеет лишь 
прогностическое значение: чем выше уровень металла в крови. тем более вероятно прогресси- 
рование заболевания. 

Кроме определения металла в волосах и крови, для диагностики интоксикации марганцем 
рекомендуют биохимические тесгы. которые характеризуются высокой информативностью: 
определение содержания 11-оксикортикостероилов в крови (11-ОК кр). 17-ОКС в моче, ал- 
реналина и 3.4-диоксифенилаланина (ДОФА) в моче. гистамина в крови. серотонина крови. 
МАО в сыворотке крови. 5-оксинилолуксусной кислоты (5-ОНУК) в моче. 

При эколого-токсикологических исследованиях работами отечественных ученых показано. 
что волосы являются хорошим инликатором воздействия на населения мышьяка, брома, фто- 
ра. группы редкоземельных элементов и актиноидов (вблизи производств по их переработке). 
ртути. что согласуется с данными зарубежных специалистов. 


8.6. КИСЛОТЫ, ОСНОВАНИЯ, АНИОНЫ СОЛЕЙ 


Все белствия людей происхолят не столько от того, 

чго оми ие сделали то, что нужно сделать. 

сколько от того. что они делают то, чего не нужно делать. 
Л.Н. Толстой 


К группе веществ. изолируемых экстракиией волой в сочетании с диализом, относятся ми- 
нсральные кислогы — серная, соляная. азотная. щелочи. водный раствор аммиака и ряд солей, 
из которых токсикологическое значение имеют главным образом нитрит натрия (реже нитрит 
калия). нитраты натрия и аммония (реже нитрат калия), хлорат калия. 

Исследование биологических материалов на наличие этих веществ проводится тогла, ког- 
да предварительные испытания дают для этого основания или материалы лела указывают на 
возможность отравления указанными вешествами. При перехоле шелочей в карбонаты. а сво- 
болных минеральных кислот в соли их обнаружение невозможно, так как они являются состав- 
ными частями животных организмов. 

Анноны исорганических и некоторых карбоновых кислот в биологических жилкостях и 
тканях в настояшее время опрелсляют методами ГХ-ЭЗД, ҒХ-ПИД, ГХ-ТИД, ВЭЖХ. ион- 
ной хроматографии. КЭ. ИСП-МС, флюорометрии. электрохимическими. биохимическими и 
другими методами (см. гл. 6). Наиболее распространенным способом анализа смеси анионов, 
включающей бромид-. йодил-, цианид-. роланид-, нитрит- и сульфид-ионы, в биологических 
жидкостях янлястся персвод их в летучис пентафторбеизильные произволные, которые можно 
летектировать с помошью ГХ- ПИД и ГХ-ЭЗД. В послеянсм случае при анализе биологических 
объектов Сн не превышают нескольких нанограммов на 1 мл. 

Химические и биохимические метолы также применимы в рялс случаев. 

Объектами исследования на наличие этой группы веществ являются содержимое желулка, 
рвотные массы, остатки пищи. части одежды н др. При исследовании на соли к перечисяен- 
ным объектам следует отнесги также печень. 

Изолирование кислот, щелочей, солей 

Исслсдуемый объект смешивают с небольшим количеством листиллированной воды до об- 
разования густой кашицы. способной фильтроваться. и смесь через 1—2 ч фильтруют. Для 
отделения белковых вешеств смесь (лаже до фильтрования) или фильтрат подвергают диализу. 
Диализ проводят 2—3 раза по 4—6 ч. Слитыс вместе лиализаты выпаривают на воляной бане 
до объема 5—10 мл и исследуют на наличие кислот. шелочей и солей. Перспективен для этих 
целей электролиализ. 
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Минеральные кислоты 

Ориентировочные указания о возможности присутствия миперальных кислот могут быть 
получены при исследовании объекта или волной вытяжки из нею с помошью индикагоров 
(лакмус, конго, универсальный). В кислой среле наблюластся посинение конго. Изменение 
окраски индикаторов при контакте с объектом приводит к необходимости проведения исслс- 
дований ма отдельные кислоты. 

Обнаружение своболных кислот может быть осуществлено лишь в результате их перегонки. 
Некоторые кислоты перегоняются при очень высокой темисратуре, поэтому часто применяют 
их восстанонление в более летучие соединения. Так. серную кислоту переводят в сернистую. 
летучую в виде ангиприла 5О.. азотную кислоту — в оксилы азота. 

При наличии своболной серной кислоты при простой перегонке вследствие постоянного 
присутствия хлоридов из объекта исследования перегоняется и хлористый водород: 

МаС! + Н,50, ~ НСІ + МаН$О,,. 

Поэтому исслелование на наличие кислот необходимо начинать с серной кислоты. 

Серная кислота 

Качественное обнаружение 
» Характерным признаком концентрированной серной кислоты является ее способность обуг- 

ливать углеволы. 

» Добавление к кислой жилкости раствора соли бария приводит к образованию обильного 
осалка сульфата бария, что указывает на наличие сульфат-нона. но не доказывает присутс- 
твия своболной серной кислоты. 

® К жилкости, полученной носле упаривания диализата. добавляют медные опилки. отгоня- 
ют сернислую кислоту в приемник с раствором йола в йодиле калия. После добавления к 
отгону разбавленной соляной кислоты и улаления йола нагреванием вносят хлорид бария. 
Выналенне осадка сульфата бария указываст на наличие серной кислоты. 

Коянчественное определение. Аликвоту волного извлечения титруют 0.1 М раствором гид- 
роксида натрия в присутствни метилового оранжевого. Затем в лругой части извлечения оп- 
ределяют количество сульфатов весовым способом. Найденные количества серной кислоты 
сопоставляют. Результаты определения имеют только относительное значение. 

Азотная кислота 

Качественное обнаружение 
ә Азотнзя кислота при достаточной концентрации реагирует с белками. окрашивая их в жел- 

тый цвет (ксантопротеиновая реакция). Часть исследуемой жидкости выпаривают с шерстя- 
ными нитками, при этом шерсть (белковое вещество) окрашивается в желтый цвет, перехо- 
ляший при лобавлении раствора аммиака в оранжевый (свободная азотная кислота). Кроме 
азотной кислоты, шерсть окрашивает в желтый цвет и пикриновая кислота. Отличисм пос- 
ледней служит окрашивание самой жилкости в желтый цвет, а также окрашивание шерсти 
при кипячении с развеленными растворами. 

• Каплю исследуемой жидкости смешивают с 2—3 каплями раствора лифениламина в кон- 
центрированной серной кислоге — появляется синее окрашивание. Такое же окрашивание 
лают соли азотной и азотистой кислот. а также лругие окислители. 

» К исследусмой жидкости добавляют медные опилки и выпаривают сс почти досуха. При 
достаточной концентрации азотной кислоты происходит восстановление ее медью в оксид 
азота (1), который при взаимодействии с кислородом воздуха образует оксил азота (1%) 
(оранжевые пары). Последний. диспропорционируя в водс. даст азотную и азотистую кис- 
лоты. которые и обнаруживаются химическими реакциями: 
23О,+ НО э НО, + НМО.. 

Соляная кислота 

Качественное обнаружение 
• Водное извлечение, илн диализат. исследуют с помошью реакции на СГ. Образование 

обильного осадка хлорида серебра указывает на необходимость проведения дальнейшего 

исследования на свободную соляную кислоту. Вследствие возможности образования со- 
ляной кислоты из хлоридов прн наличии свободной серной кислоты сначала необхолимо 
произвести исследование на серную кислоту, а затем — на соляную. 
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» Часть водного извлечения перегоняют. Вначале отгоняется вода. затем при повышении со- 
держания хлористого водорода до 10% он начинает перегоняться, поэтому жидкость должна 
быть выпарена по возможности вся. 

® Дистиллят исслелуют на наличие хлористого волорола: реакцисй с раствором нитрага сереб- 
ра (обнаружение СГ’): по вылелению хлора при нагревании с хлоратом калия: 
6НСІ + КСЮ, = ЗСІ, + ЗНО + КС. 

Количественное определение. Количественнос определение хлористого водорола важно, что- 
бы судить о том, имеется ли в данном случае (например, в рвотных массах) введенная кислота, 
а не соляная кислота желудочного сока (0.1—0.,2%). которая обычно в содержимом желудка 
труна уже нейтрализована. 

Определенную часть водного извлечения подвергают перегонке, выпаривая солержимое 
колбы. как описано выне, досуха. В дистилляте определяют количество хлористого водоро- 
ла титрованием по Фольгарду или весовым путем, взвешивая хлорид серебра. В случае при- 
сутствия в дистилляте сероводорода образовавшийся осадок отфильтровывают, растворяют на 
фильтре в 10% растворе аммиака, загсм полученную жидкость подкисляют азотной кислотой. а 
выделнвшийся при этом хлорил серебра отфильтровывают и определяют количественно. 

Токсичность. Минеральные кислоты очень широко применяются в различных областях про- 
мышленности и в быту. Они легкодосчупны широким слоям населения. которое знакомо с 
их свойствами, поэтому возможны как случайные. так и умышленные отравления кислотами. 
Применсние минеральных кислот в промышленности при недостаточном соблюденни правил 
техники безопасности приводит к поступлению кислот в том или ином виде в воздух предпри- 
ятий и отравлению ими. 

Известны криминальные случаи обливания серной кислотой (реже лругими кислотами}, что 
вызывает необходимость проведения химико-токсикологического исследования. Наблюдались 
отравления. связанные с преступной нсбрежностью — хранением серной кислоты в стаканах, 
стоявших между рамами для поглошения влаги воздуха. в бутылках из-под вина, имевших 
винные этикегки. 

Токсикологический интерес прелставляют азотная кислота и ее соли — нитраты натрия, 
аммония и калия. В организме нитраты восстанавливаются в более яловитыс иитриты. Отрав- 
ленис нитратами и нитритами нередко происходит по ошибкс. например вместо МаСі исполь- 
зуют МаМО.. 

Смертельная доза при присме внутрь ссрной кислоты 5 г, азотной кислоты 8 г, соляной 
кислоты — около 15 г. 

Клиническая картина. При острых отравлениях кислотами, принятыми внутрь. наблюдаются 
жжение и сильная боль во рту, глотке, иншеводс, желудкс, рвота, иногда с примесью крови. 
Рвотные массы имеют цвет кофе вследствие превращения гемоглобина в гематин и содержат 
пленки слизистой оболочки пищевода или желулка. Возможен ожог кожи лица. Слизистая обо- 
лочка рта, зева, глотки обычно ярко-красная, отечная, с сероватыми или желтоватыми пленками 
омертвевшей ткани. местами кровоточит. Часто развивается болевой шок. Смерть при отравле- 
нии кислотами может наступить в первые дни от шока или перфорации желудка, а позднее от 
различных осложнений (сужение пищевода или желудка и последствия этого сужения). 

Патологоанатомическая картина при отравлении минеральными кислотами схолна. Наибо- 
лес глубокие изменения вызывает серная кислота. На месте действия кислоты наблюдаются 
воспаление. ожог или некроз ткани. Струп окрашен в бурый (серная кислота) или желтый 
(азотная кислота) цвет. Возникают рубцы. а также наблюлаются изменения в почках, печени. 
поджелудочной железе. 

Основания 
» шелочи — МаОН. КОН и Са(ОН),; 

• слабое основание -МН,ОН. 

Наиболее часто отравления вызываются нашатырным спиртом. в релких случаях — каус- 
тической содой. Нашатырный спирт используется в медицине, технический раствор аммиака 
применяется в различных отраслях промышленности. Каустическая сода используется в про- 
изводстве искусственного волокна. мыловаренном производстве, бумажной промышленности. 

Щелочи понадают в организм в основном псрорально нри авариях на производстве. в тру- 
бопроволах; возможно ингаляционное воздействне аммиака. 
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Нашатырный спирт (МН ОН) — 10% водный раствор аммиака (МН,): технический раствор 
аммнака солержит 28—29% МН,, смешивается с волой. обладаст резким запахом. рН 1% вод- 
ного раствора 11.7. 

Каусгическая сола (гидроксид натрия. МаОН) — гердос белое вешество. температура плав- 
ления 320 °С. Т. кии. 1390 °С. Растворимость в воде 42% при 0 °С. рН 1% водного раствора 13.0. 
Отравления гндроксилом калия отмечаются релко- 

Негашеная и гашеная известь, несмотря на сс доступность, релко встречается в качестве 
токсикантов. 

Для обнаружения щелочей (при шелочной реакнии на лакмус) к вытяжке прибавляют не- 
сколько капель спиртового раствора фенолфталсина. а затем избыток хлорила бария. сохране- 
нис розовой окраски наблюлается в присутствии МаОН. КОН. МН ОН и Са(ОН),. Необходимо 
предварительно убедиться. чго лабораторная посуда шелочио-устойчина. 

Аммиак 

Качественное обнаружение. Способом обнаружсния аммнака в биологическом материале яв- 
ляется посинение красной лакмусовой бумажки от паров вытяжки. Извлечение помешают в 
колбу с пробкой, к нижней поверхиости которой прикреплены 3 бумажки: | — красная лакму- 
соваи; 2 — смочениая раствором сульфата меди; 3 — смоченная раствором ацетата свинца. 

Посинение бумажек [и 2 указывает па наличие аммиака. Для пригоговлсиия бумажки 2 
берут развеленный раствор. имеющий лишь голубую окраску. которая от аммиака делается 
интенсивио синей. 

Почернение «свиниовой» бумажки указываег на наличие сероводорола и. следовательно. 
на процесс гииения, что делает исвозможным обнаружеинс введениого в организм аммиака. 
Образование аммиака может происходить также при наличии щелочей (МаОН, КОН), выделя- 
ющих аммиак из его солей и белковых всшеств. 

Токсичность. Водный раствор аммнака широко применястся в различных областях промыш- 
ленности и в быту. Нсодиократно имели место отравления при принятии раствора аммиака 
внутрь как в результате несчастного случая, так и © целью отравления. Обстоятельства дела 
в таких случаях обычно бывают настолько ясны не только для врача, но и для следствениых 
органов. что исобходимостли в проведении химического исслелования ис возникает. Острые 
отравления аммиаком на производстве очень опасны. ПДК аммиака в воздухе 0.02 мг/л. 

Отравления нашатырным спиртом составляют около 15—209 всех отравлений прижигаюши- 
ми жилкостями и возникают при его употреблении с пелью отрезвления. Летальность при лан- 
ной патологии около 9%. летальная лоза 10% волного аммиака (нашатырный спирт) 50—100 мл. 
При отравленин небольшим количеством нашатыриого спирта развиваются конъюнктивит, 
раздражение слизистой оболочки бронхов. В больших коинентрациях аммиак и нашатырный 
спирт могут вызвать рефлекторную остановку дыхания. отек горгани. мучительный кашель с 
отхаркиванием отошедшей слизистой оболочки или кровянистой мокроты. одышку и ипаноз. 

Гидроксиды натрия. калия и кальция 

О содержании шелочи ласт указание титрование опрслелсиной части водной вытяжки объ- 
екта по осажлении карбонатов солей щелочных металлов хлорилом бария. Для решения вопро- 
са о катионе ( Ма”. К. илн Са?°) используют методы элеменлиого анализа (см.гл.6.4.3) или про- 
водят микрокристаллоскоипические реакиии с гексагидроксостибатом калия. виннокаменной 
кислотой и оксалатом аммония (в настоянссе время — очень релко). Количсственное опрелеле- 
ние катионов в биологических объектах стало возможным при нспользовании мпогоэлемент- 
ных мстолов анализа (например. АЭС-ИСП и ИСП-МО). а также с помошью иоисслсктнвиых 
электролов и пламениой фотометрнии. 

Токсичность. Отравления гидроксилом натрия (каустическая сола) виисывают наиболее тра- 
гические страницы в историю отравлений: в прошлом 50% больных умирали. у половины ос- 
тавшихся в живых возникали стриктуры пишевола. 

Клиническая картина. Велушим симптомом при отравлении шелочами является ожог пи- 
шсвола, вызывающий сильнейшую боль и как слелстние шок. При глубоких ожогах возможна 
острая перфорания пишевола. Тяжелые ожоги пишевола обычно завершаются стриктурами. 
преимушествсино п грулном отделе и нижней трети. Рубповая облитерация пишевода развива- 
ется в течение 1—2 лет после ожога. 

При латоморфологическом исследовании слизистая оболочка пабухная, рыхлая. стулневидная. 
со стекловидным оттенком. легко рвечся. резкой границы с неповрежденными тканями нет. 


902 Глава 8 


Соли щелочных металлов 

Из солей наибольшее токсикологическое значение имеют соли азотистой кислоты (нитри- 
гы) и хлораты. Некоторое токсикологическое значение имеют соли шавелевой и борной (бура. 
М№а,В,О,) кислот. Водное извлечение подвергают исследованию па маличие солей обычно при 
соответствующих указаниях в материапах дела. 

Нитриты 

Для экспрессного опрелеления в моче нитритов их превращают в нитромезитилен. который 
определяют на капиллярной колопке (15 мх0.55 мм) при 100—125 °С с использованием ТИД. 
Сн составляет 0.5 мкмоль. Широко применяют метолом ГХ-ЭЗД для определения нитритов и 
нитратов (после их превращения в нитробензол) в моче, крови. слюне и других биосредах. Си 
на уровне пикограммов. 

Качественное обнаружение 

1. Исслслованис водного извлечения: 

а). Проволят реакцию диззогирования и получения азокрасигсля. К части извлечения при- 
бавляют растворы сульфаниловой кислоты или п-нитроанилина, соляной кислоты и взбалты- 
вают. Спустя 10 мии жидкость подщелачивают н прибавляют свежепрнготовленный шелочной 
раствор В-нафтола — появляется оранжево-краснос окрашивание или осадок. 

6). К части жидкости прибавляют реактив Грисса — появляется темно-краснос. красное 
или розовое окрашивание с образованием осадка. Степень окраски позволяет приблизительно 
судить о количестве нитрита и в зависимости от этого подготовить к количественному опреле- 
лению стандаргные растворы соответствующей концентрации. 

2. Перегонка водного извлечения. В колбу, сослиненную с нисходяшим холодильником, ко- 
иец которого онушен в разбавленный раствор гидроксила натрия. помешают вытяжку. подкис- 
ляют развелениой уксусной кислотой и пропусканисм из аппарата Киппа диоксида углерода 
собирают азотистую кислоту в виле натриевой соли. Дистиллят исслелуют приведенными выше 
реакциями. Часть дистиялята полкисляют и прибавляют раствор йолила калия. полкисленного 
развеленной серной кислотой и смешанного с крахмальным клейстером, — при наличии азо- 
тистой кислоты тотчас наблюдастся сниее окрашивание. 

Такой путь исследования является единственно возможным при анализе внутренних орга- 
нов трупа, так как более чувствительный способ привел бы к обнаружению следов нитритов, 
распростраисиных почти повсюду: в слюне, частях растсиий, зсмле, а следовательно, и в пыли. 
Следы азотистой кислоты (оксидов азота) всегда находятся и в воздухе лабораторий. поэтому 
необходимо соблюлать особую осторожность и наряду с основным исследованием ставить кон- 
грольный опыт. 

Исследование вещественных доказательств — солей азотистой кислогы: 

1. К соли прибавляют уксусную кислоту — выделяются оксиды азота в виде оранжевых паров. 
разппажающих слизистые оболочки. 

2. Проводят реакции Іа или 16 (образование азокрасителя) и выделения йола. 

3. Проводят реакции на ионы Ма’ и К° или определяют их физико-химичсскими методами. 

Количественное определение. Небольшое количество азотистой кислоты удобно определять 
колориметрическим методом. Для стандартных растворов используют нитрит серебра. приго- 
товленного специальным способом. Прибавляют опрелеленное количество реактива Грисса. 
Окраску испытуемой жидкости сравнивают с окраской рабочих растворов. 

Токсичность. Использование нитрита натрия для приготовления азокрасителей (лиазотиро- 
вание) пелает сго лоступным. Такие отравления происхолят при использовании в пище вместо 
хлорила натрия нитрита натрия. 

Поступление оксилов азота в воздух некоторых производственных помещений может вы- 
звать профессиональные отравления. При соприкосновении с волой (с влажными слизистыми 
оболочками) МО, дисиропорционируег в азотную и азогистую кислоты. 

Бориты 

Распространение и использование. Борат-иои являстся слабым термицидом в водном раство- 
ре. Борная кислота часто используется как антисепгик наружного применения. Борат натрия 
содержится в чистящих средствах, средствах для защиты древесины и фунгицидах. ПДК для 
боратов равна 1—5 мг/м? в воздухе рабочей зоны. 
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Токсикокинетика. Бораты найлены в слеловых количествах в злоровых тканях. Концент- 
рания бора в крови в пересчете на бораты для злоровых людей в среднем составляет 0.6 мг/л 
и варьирует в интервале 0,2—2,0 мг/л. Например, ежелиевное полоскание горла раствором 
борной кислоты увеличило конпеитраџню борат-иона в крови у 4 взрослых пюлей от срелнсй 
величины 0.4 мг/л ло 0.8—1.1 мг/л спустя неделю. Аналогичные кописитрации наблюдаются 
после употребления вина или изюма. пролуктов с высоким солержанием борд. в течение 1—2 ч 
после употребления. 

Бориая кислота хорошо абсорбируется через механически поврежденную поверхность кожи 
или через кожу. пораженную грибком. но нс проникает через пеповрежденную кожу. 

Бораты из организма выводятся в неизмененном виле в основном почками. Т, борат-иона 
варьирует ог 12 до 27 ч, 85—100% дозы. постунившей в организм. можст быть вывецсно с мо- 
чой за 5—7 пней. Лини, неболыное количество боратов найдено в поте и фекалнях. 

Токсичность, Соелинспия бора имеют относительно низкую токсичность. Однако описано 
множество случаев острого и хронического отравления у детей и взрослых пронзводными бора. 
Смертельная доза для взрослого человека 15—20 г борной кислоты, Признаки отравления про- 
являются днареей, рвотой. 

Газообразные галоилиые соединения бора действуют как сильно раздражающие срелства. 
Длительное возлействие пыли. содержашсй бораты. вызывает дерматиты. кашель. прерывистое 
дыхание у постралавших. 

Наблюдались случаи отравления боратами и со смертельным исходом (табл. 8-88). 


Таблица 8-88. Содержание боратов ири лстадьном исхоле в биожилкостях (в мг/л) и тканях (мг/кг) 


Биосубстанты Кровь Мозг Печень Почки 
Дииназой значений 381-1620 588—515 515—735 552—453 


Объекты исследования. Объектами исслелования при отравлении борной кислотой или бурой 
являются кровь, моча. желулок с содержимым. Кровь отбирают в количестве 10 мл в пробирку 
с раствором ЭДТА. мочу — 20 мл в пластмассовый универсальный контейнер. 

Кроме этого. при отравлении могут быть исследованы вешественные доказательства, кого- 
рые полезны для нлентификации токсиканта. 

Качественное обнаружение 
• При нанссении раствора образца (после прелварительного окисления аналита) на куркумо- 

вую бумажку происхолит ее окрашивание в корнчнево-красный цвет, который усиливастся 

при высушивании. 

• При панесенни раствора образна на смоченную в разбавленном растворе аммиака бумагу 
паблюлается зелеповато-черное окрашивание (чувствительность 20 мг/л бората). 

• При сжигании части образна. смешанного с серной кислотой и этанолом. зеленый цвет 
вокруг пламени указывает присутствие бората. 

Количественное определение. Ранее бораты определяли в бнологических жилкостях и тканях 
колориметрическим меголом. используя карбамнновую кислоту. В настояшес время лля опре- 
пелемия бора используется метод ИСП-МС. 

Бромиды 

Приролным источник бромидов служат соляные озера, природные рассолы, подземные 
скважины и морская вода. гле бром паходится в виле бромилов натрия. калия и магния. Со- 
слинения брома используются в фотографии, при производстве пестицидов и нисектицилов. 

В мелицине широко применяются лекарственные срелства. солсржашие сослинения брома. 
которые оказывают выраженное селативиое. снотворное и противосулорожное действие. 

Бромилы участвуют в активации пепсина. липазы и амилазы ноджелудочной железы. ре- 
'улянии ЦНС, усиливая процессы торможения. угнетают леятельность шитовилной железы, 
являясь антагонистами йолилов, и при хроническом воздействии замедляют их усвоение. 

Абсорбиня бромилов происхолит в желулке и проксимальных отделах гонкой кишки пас- 
сивной лиффузией, бромид-ионы, как и хлорил-ионы распределены главным образом во внс- 
клеточной жидкости. Основной путь выведения через почки. Периол полувыведения бромилов 
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9—15 сут после острого отравления или несколько недель после прекрашения избыточного 
хронического потребления. 

Токсичность. Острая иитоксикация бромидами сопровождается ‘тошнотой, рвотой и диаресй. 
Хроническая интоксикация развивается в течение 2—4 мед и трудно лнагностируется. Лечение 
состоит в соблюдении правильного питьевого режима и введении хлоридов и/или диуретиков 
для ускорения выведения бромилов. Релко интоксикация бромидами наблюдается у пациен- 
тов. постоянно принимающих гилробромилные соли в качестве лекарств — пиридостигмии 
и декстрометофан. При хронической интоксикации бромияами их концентрация в крови со- 
ставляет 500—4280 мг/л. Известны случаи. не приведшие к смерти у нескольких пациентов, у 
которых 33% хлоридов плазмы были замешены бромидами, что является угрозой для жизни. 

Отравление бромидами может вызвать неврологические заболевания (атаксия, эвтономное 
возбуждение, ухудшение познавательных способностей). Клинический диагиоз труден, если 
использование бромидов не полозревается. 

При хронической интоксикации соединениями брома на производстве, при длительном 
приеме препаратов. солержащцих бромилы, или их инливидуальной пепереносимости могут 
развиваться различные симптомокомплексы, известные как бромизм и бромодерма. При ос- 
тром отравлении наблюдается «бромисгое оглушенис» с ослаблением внимания к внешним 
воздействиям. расстройством походки. затруднением речи. 

Причины избытка брома: 

избыгочное поступление; 

нарушение регуляции обмсна бромидов. 

Основные проявления избытка брома: 
кожная сыпь; 
пустулы. мягкие воспалительные узлы фиолетово-красного ивета; 
ринит: 
бронхит: 
нарушения пищеварения; 
расстройства сна и речи: 
снижение памяти и другие неврологические нарушения. 

Аптагонистами бромидов являются йодиды, фториды, хлорилы и алюминий. 

Токсикокинетические характеристики бромилов представлены в табл. 8-89. 


Таблица 8-89. Гоксикокинетические характеристики броминов 


Суточпое поступление с продуктами питания _ 7.5 мг 
Суточное выведение: 


Ногти 


моча 7мг 
кал 0,07 мг 
пот 0.2 мг 
прочие (волосы и др.) 0.002 мг 
Период полувыведения (Т, „) 9—15 сут 
Объем распределения (Ма) 0,35 —0.48 л/кг 
Связывание с белками плазмы (ГЫ 0 
Среднес содержание: 
организм человека массой 70 кг 260 мг 
кости 6.7 мг/кг 
мышны 7.7 мг/кг 
цельная кровь 3—5 мг/л 
плазма крови 12.5 мг/л 
моча 3.5 мг/л 
волосы 2—8 мг/кг 
зубы (эмаль) 4.2—114 мг/кг 
зубы (дентин) 1,12—34 мг/кг 


9—10 мг/к 
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Объектами исслелования служат кровь (10 мл). отобранная в пробирку с раствором ЭДТА. 
моча. помещенная в пластмассовый универсальный контейнер. При посмертной экспертизе 
иселспуют желудок с содержимым. 

Качественное обнаружение 
• При добавлении к части образна равного объема 5% раствора серебра нитрата образуется 

желтый осалок. который нерастворим 30% растворе азотной кислоты и малорастворим в 

растворе аммиака. 

• При добавлении к части образца 5 мл раствора хлора и 3 мл хлороформа слой хлороформа 
окрашивается в желтый ивет, йодиды дают фиолетовый цвет. хлориды не реагируют. 
Количественное определение 
Сушесизует много клинико-лабораторных методов определения хлорилов в сыворотке. ко- 

торые также полходят для определения бромилов. 

Прелложен специфический метол колоримстрического определения бромила. а также мето- 
дики, основанные на применении газовой н жилкостной хроматографии. иопной хроматогра- 
фии. капиллярного электрофореза (рис. 8-60), 


К) 3.5 4 4,5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 Мин 


Рис. 8-60. Элекгрофореграмма смеси апионов. содержашихся в образие мочи. 
1 — бромилы; 2 — хлорилы; 3 — сульфаты. 4 — фторилы; 5 — фосфаты. Пояснение в тексте. 


Разделение анионов в моче проволили на кварцсвом капилляре (56/64.5 см х 50 мкм) в бу- 
ферпом растворе ири напряжении 30 кВ и 25 °С, УФ-лстектированис при 350/60 и 245/10 нм). 
Иленгификацию анионов осуществляли по стандаргным веществам (верхняя часть хроматог- 
раммы). 

Разработаны бромид-селсктивныс электроды. способные опрепелять уровень бромидов в 
плазме крови (см. гл. 6.5). 

Хзораты 

Натрия хлорат — эффективный нелорогой гербицид, калия хлораг используется в изготов- 
лении спичек и некоторых взрывчатых вешеств. Оба вешества являются сильными окислите- 
лями. Ранние признаки отравления хлоратами включают тошноту, рвоту. боль. При проник- 
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новенни хлоратов в кровь гемоглобин превращастся в метгемоглобин. что приводит к цианозу 

(см. гл. 2.4.3). 

Объектами исследования являются кровь (10 мл в пробиркс с раствором ЭДТА). моча (20 мл), 
желулок с содержимым. а также вещественные доказательства, полезные для плентификаини. 

Качественное обнаружение 
• При добавлении к части образца в разбавленной серной кислоте | мл 1% раствора инлиго 

наблюластся темно-синсе окрашивание. 

• К 5 мя рвотной массы лобавляют 5 мл 20& раствора трихлоруксусной кислоты и фильтру- 
ют. Делят фильтрат на две равных части. К первой части добавляют 2 мл анилина и | мл 
соляной кислоты на | мл образца — наблюдается сине-зеленое окрашивание. Ко второй 
части добавляют 2 мл 1% раствора лифениламина в серной кислоте — наблюдается синее 
окрашивание 
При внесении хлоратов в кровь она окрашивастся в коричиевый цвет из-за образования 

метгемоглобина. При лобавлении к | мл такой крови 2 капель раствора пианила калия немел- 
ленно происходит окрашивание в красный цвет, что подтверждает присутствие метгемоглоби- 
на. Однако этот тест ис является специфичным лля хлоратов, поскольку и другие вешества. 
облалаюшие окислительной способностью. будут давать такой же результат. Необходимы пол- 
тверждаюшие исслелования. 

Количественное определение 

В клинических случаях огравления хлоратами диагноз основан па измерении уровня метге- 
моглобина. которое легко выполняется как часть обычпого биохимического анализа. 

Метод ионной хроматографии лля прямого анализа хлората в биожилкостях и тканях позво- 
ляст идситифицировагь хлорат среди других анионов: нитрата, бромата и фосфата. 

Интерпретация. Серьезное. ипогла с леталытым исходом отравление может произойти пос- 
ле присма в пишу 15 ги более натрия или калия хлората. Случай, описанный Еуҳѕегіс и соавт. 
(1999): 49-летний мужчина был госпитализирован с серьезными поражениями. вызвапными 
отравлением хлоратом. У пациента наблюдался острый гемолиз с содержанием гемоглобина в 
плазме 3,9 г/л и 30% метгемоглобина. В плазме крови, желудочном содержимом и моче были 
найдены высокие концентрации хлорат-иона: 54. 1304) и 4300 мг/л соответственно. Пациент 
умер через 12 ч после приема. 

Оксалаты 

Распространение и использование. Щавелевая кислога и ее соли применяют в промышлен- 
ности и быту как чистяшие и отбеливающие средства. Оксалаты присутствуют в относительно 
высоких концентраниях в некоторых растениях. используемых в пише: шпинате, ревенс и чае 
При приеме впутрь оксалаты оказывают местное разлражаюшес лействие и вызывают гипо- 
кальциемию. из-за осаждения кальция. Это свойство позлиее было использовано при добанле- 
нии оксалатов в робы крови в качестве антикоагулянтов. ПДК шавелевой кислоты в возлухе 
нромышленных прелириятий 1 мг/м”. 

Метаболизм. До 99% введенной дозы оксалатов вылелястся с мочой в течение 26 ч. В ЖКТ 
всасывается только 2—5% шавелевой кислоты. Уровень щавелевой кислоты в моче составляет 
обычно 8—40 ми/лень. В организме оксалаты образуются из аскорбиновой кислоты. посту- 
пающей из пищи (35—44%), при метаболизме глицина (40%) и в наименьшем количестве из 
пругих метаболических источников. В моче часто обнаруживают кристаллы оксалата кальция. 
Пациенты с гипероксалурией из-за увеличенного желудочно-кишечного всасывания при при- 
еме оксалата с пишей вылеляют с мочой 95—380 мг/день оксалата. Естественное содержание 
оксалата в мозге составляст 0,6 мг/кг. в печени — 2.3 мг/кг. в почках — 4.0 мг/кг. Кониеит- 
рации оксалата в сыворотке крови человска в среднем составляют 1.4 мг/л. Верхняя граница 
нормы в сыворотке равен 2,4 мг/л. 

Токсичность. При наружном воздействии щавслевой кислоты возникаег раздражение кожи 
и глаз. Оксалаты повреждают почки и снижают уровень кальция в плазме. что может привести 
шок. коллапсу и судорогам. При оральном приеме смертельная доза оксалата натрия составляет 
15—30 г. однако при внутривенной иньскиии она равна 1.2 г, что. например, привело к смер- 
ти 16-летней девочки (случай из практики). Множество отравлений детей наблюдалось после 
употребления листьев ревеня (а пе стеблей). которые содержат до 1% щавелевой кислоты. 
Дзум мужчинам потребовался гемодиализ в связи с развитием острой почечной нелостаточнос- 
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ти из-за употребления сока плола Ауегтйоа сагатроа. содержашего 0.8% шавглсвой кислоты. 
Сообщалось об одном случае отравления из-за хронического профессионального воздействия 
паров щавелсвой кислоты. признаками которого были тяжелая головная боль. рвота. сниженис 
чувствительности, анемия и крайнее истощение. После приема в пишу гидрооксалата калия 
4 женщинами концентрация оксалата в плазме через 6 чу 1 оставшейся в живых была 3.7 мг/л. 
в то время как у 3 умерших она составила 18—110 мг/л. 

Щавелевую кислоту опрелеляют в биологических жидкостях биохимическими метолами. 
комилексонометрическим титрованием, колоримстрией, флюорометрней, метолом газовой 
хроматографии как производные эфиров. 


8.7. ФТОР И ЕГО СОЕДИНЕНИЯ 


Прелелы науки походят на горизонт: 
чем ближе подходят к ним. 

тем более они отлаляются. 

П. Буаст 


Соелинения фтора используются в металлургии и химической промышленности дая синтеза 
фторорганических соединений. фторопластов. фторкаучуков. фреонов и красителей. Контакт с 
фторсолержашими веществами возможен при переработке плавикового шпата, добыче и перс- 
работке апатитов. криолита, являющегося основным сырьем для получения алюминия. в галь- 
ванопластике при извлечении урана. обработке стекла. Фтороволорол является основным сы- 
рьем лля получения неорганических фторилов и фтороуглсволоролов, реагентов лля травления 
металлов и стекла. катализагоров для ряла органических рсакиий. Кремнефтористоволоролная 
кислота НЫЕ, и се сояи используются для пропитки древесины. получения фторсиликатов и 
фторилов металлов. 

В медицине фторсодержашис препараты примсияют для лечения гипофтороза, используют 
как средства для наркоза, кровезаменители и т.л. Ралиоактивные изотоны фтора применяют в 
медико-биологических исслелованиях. 

Сослинения фтора поступают в организм чсловска с пишей и водой. Фториды солержатся 
в рисе, говядине. яйцах, молоке. луке, шпинате. яблоках и других продуктах. особенно ими 
богаты чай (100 мкг/г) и морская рыба (5—10 мкг/г). 

Фториды присутствуюг в разных количествах в почве и естественных водных запасах, поч- 
ти во всех растениях. Фторилы добавляют в волу и зубную пасту для профилактики зубного 
кариеса. Оптимальное содержание фторилов в воде но данным ВОЗ | мгв | л. В организме 
человека фторилы находятся как в связанном состоянии, обычно в виде труднорастворимых 
солей кальция, магния. железа. так м в свободном (Е). Фторилы входят в состав всех тканей. 
99% их количества, прихолится на кости и зубную эмаль. Фториды жизненно исобхолимы для 
нормального роста и развития организма, участвуя во многих важных биохимических реакциях 
они активируюг аденилатциклазу. ипгибируюг липазы, эстеразу. ЛДГ и т.д. 

Тропность фторидов к фибробласту, т.е морфогенетической функции коллагена прилает 
фтору статус эссенциального элемента. 

При пероральном поступлении хорошо растворимые соелинения фтора всасываются из 
ЖКТ в кровь на 93—97% в резульаге пассивной диффузии, усваивастся организмом около 
80% фторилов. Всасываемость фторидов зависит не только от растворимосги их солей, но и 
содержания кальшия и магния в организме. Магний тормозит усвоение фторилов. В крови 
фториды связываются в незначительной степени с альбуминами. Осповпым местом депониро- 
вания фторидов в организме являются кости и зубы. Максимальную кониентрацию фторилов 
регистрируют в цементе зуба. несколько меныпую в твердой костной ткани, дентипе и эмазн 
зуба. В минеральной фракнии костей фторилы включены в кристаллическую решетку солей и 
частичпо локализуются на поверхности кристаллов гидроксиапатита. Выведение фторилов из 
организма осуществляется главным образом с мочой, частично с калом, пбтом. У здорового 
человека существует прямая корреляиия между содержанием фтора в потребляемой питьевой 
воде и нывелепием его с мочой. 
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Токсикокинстические характеристики фторидов представлены в табл. 8-90. 


Таблица 8-90. Токсикокинетичсские характеристики фторидов 


Суточпое поступлепне с продуктами питания ло 2 мг 


Резорбиия ЖКТ -90—97% 

Суточнос вывеление: 
моча І мг 
кал 0.2 мг 
пот 0.65 (в жарком климате) 
прочие (волосы и др.) == 

Период полувыведения (Т, 2—9ч 

Объем расиределения (Ма) 0.5—0.7 л/к: 

Связывание с белками плазмы (ЕЪ) 0 

Среднее содержание: 
организм человека массой 70 кг 2—3г 
кости 112 3 мг/кг 
кровь 0.01—0.03 мг/л 
плазма/сыворотка 0.007—0.022 мг/л 
молоко 0.007—0.017 мг/л 
моча 0.5 мг/л 
волосы 53—72 мг/кі 
зубы (эмаль) 140—157 мг/кг 
зубы (дснтин) 293—340 мікі 
печень 0.2—0.8 мг/кг 
почки 0.2—0.8 мг/кг 
мозг 0,2--0.8 мг/кг 
легкие 0.2 —0,% мг/кг 


Токсическая лоза фторилов лля человека 20 мг. летальная лоза 5—10 г фторила натрия. 

При летальном исходе концентрация фторилов в крови 15 мг/л. в моче — 211 мг/л. 

Инликатором содержания фторидов в организме является кописитрация в моче. Часто оп- 
релеляют фторилы в волосах и зубах. 

Токсичность 

В начале второй мировой войны были синтезированы фторсодержащие боевые отравляю- 
щие вещества — диалкилфлорфосфаты — зарин и зоман, оказывающие нервно-паралитическое 
пействие. При влыхании возлуха с концентранией зарина 7 мкг/л в течение 10 мин наступаст 
смерть. При попадании зарина на кожу смертельная доза составляет 0,12 мг/л. 

Газообразный фтор (Е.) и фтористый водород — сильные раздражающие яды. При ваыха- 
нии эти соединения вызывают ожог слизистых оболочек рта. гортани. бронхов, легких, сопро- 
вождающиеся острой болью. Возможны приступы удушья, лихорадка, одышка, цианоз и отек 
легких. 

Производные фторуксусной кислоты (СН,ЕСООН) также являются высокотоксичными 
всшествами. Термин «фторацетаты» объединяет многочисленные производные фторуксусной 
кислоты. Некоторые фторацетаты используют в качестве родентоцилов. Действие фгораце- 
татов связано с блокированием цикла трикарбоиовых кислот. Смертельная поза фторацетата 
натрия при поступлении в организм человека около 50 мг. 

Фторированные углеводороды (фреоны, фторотаи. тефлон, фторопласт) сравнительно ма- 
лотоксичны. 

Токсикологическое значение имеют главным образом натриевая соль фтористовопородной 
кислоты (МаЁ) и натриевая соль кремнефтористоволородиой кислоты (№а,51Г,). Отравления 
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произволными фтористоволоролиой кислоты в большинстве случаев вызваны ошибочным 
применением их в быту вместо других солей. 

При избыточном содержании фгорилов возпикаст хроническая фтористая интоксикания — 
флюороз. Хроническая фтористая интоксикация — это полисистемное заболевание, при кото- 
ром поражение костной системы развивается по типу диффузного остеосклероза: нарушается 
синтез коллагена. происхопят легенеративно-дистрофические изменения в хрящевой и кост- 
ной тканях, нарушается остеогснез. В связи с этим при заболевании флюорозом повышается 
содержание оксипролина в моче. Межлу солержанием оксипролина и фторидов в моче отме- 
чают прямую зависимость. поэтому содержание оксипролина в моче считается биомаркером 
их возлейстпия. При флюорозе страдают печень. почки. пентральная нервная. серлечно-сосу- 
дистая и нейроэнлокринная системы. 

Избыточное постунлепие флоридов нарушасг белковообразующую функция печени. В сы- 
воротке крови повышается содержание В-глобулинов и альбумннов. гаптоглобина. Так, при 
контакте на производстве с нлавиковой кислотой и се солями самым распространенным видом 
висисральной пагологии является поражение билиарной и ғастролуоленальной систем. При 
избытке фторилов существенно снижается содержание инсулина в сыворотке крови. Длитель- 
ное воздействие сосдинсний фтора являстся одним из факторов риска развития артериальной 
гипертонии. нарушений липидного обмена. при этом повышается солержание холестерина и 
липопротеинов высокой плотности {ЛПВП) в сыворотке крови. 

При хроническом поступлении повышенного количества фторилов нарушастся биосинтез и 
обмен андрогенов и эстрогенов. снижается тиреотропная функция гипофиза: в крови умень- 
шается копцептрапия ТТГ, повышается концентрация соматотронпого гормона. Сначала спи- 
жается кониентрация Т3, а концентрация Т4 остается без изменений, достоверно повышается 
концентрация кальцийтонина. Диагностическая чувствительность при определении уровня ТЗ у 
лип с поражением печени довольно высока и составляет 76%, что. очевилно обусловлено лейс- 
твием фторилов на ферментную систему дейолирования. Фторилы угнетают метаболизм йола 
в оргаиизме. Низкий уровень 13 явяястся раиним диагностическим признаком хролической 
фтористой интоксикации. а также причиной функниональной неполноненности Т-клеточного 
звена иммунитета. что проявляется снижением реакции бласттрансформании лимфоцитов. На 
раней стадии флюороза пронеходит увеличение количества В-лимфопитов, что расценивается 
как защитно-компенсаторная реакция. При продолжительной интоксикации отмечаются дис- 
функция синтеза антител, спижение содержания 126. [5М и повышение — 16А. 

Угиетаюшее действие фторидов на активность ряла ферментов сопровождается нарушением 
мсжуточного обмена в тканях. При поступлении в организм повышенного количества фто- 
рилов отмечаются активация ресинтеза АТФ. угнетение гликолиза, синтеза ядерных РНК и 
белков. Полагают, что в основе фтористой интоксикапин лежит гипоксия. 

При избыточном возлействии фторидов возникают иммупологически опосрелованные ре- 
акиии в форме латентной сенсибилизации или профессионально обусловленных дерматозов. 

Фториды облалают повышениой онкопатогениостью вследствие экспрессии супрессорного 
звена иммунной системы. 

Таким образом. на молекулярном уровне избыточное поступление фторидов проявлястся в 
изменении концентрации многих гормонов. повышении концентрацни холестерина. триглице- 
рилов и ЛПВП в сыворотке крови. повышении концентрапии оксипролина в моче, повышении 
концентрации гаптоглобина в сыворотке крови. снижении активности глутатнонлероксилазы 
и повышении активности СОД в эритропигах, повышении кониентрашии малонового диаль- 
дегила в крови. изменении концентрации иммуноглобулинов и субпопуляций лимфоцитов в 
крови, снижении концентрации трансферрина и ингибитора протеиназ в сыворотке крови. 

Степень изменения уровня биомаркеров в моче и крови зависит от концентрации фторилов 
в биосрепах. Биологически значимые изменения в организме черовека начинаются при кон- 
пентрации фторилов в крови болсе 0.3 мг/л. Однако более належным биомаркером воздейс- 
твия считают содержание фторидов в моче. волосах и слюне. 

В профпатологии. нри экологических исслелованиях и ранвей днагносгике хронической 
фтористой интосикапии в качестве биомаркеров воздействия принято использовать содержа- 
ние фторидов в моче. слюне. волосах и крови. а в качестве биомаркеров эффекта содержание 
оксипролина в моче, гормонов шитовидной железы (ТЗ и Т4) и ТТГ. иммуноглобулинов (РС. 
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12М и ТРА. субпопуляций В- и Т-лимфоцитов, инсулина в сыворотке крови, МДА и активность 

СОД в цельной крови. 

В качестве лнагностического критерия лля выявления локлинической стадии и формирова- 
ния групп повышенного риска предложен метод. основанный на влиянии фторидов на куль- 
туру лимфоцитов. 

Хроническая интоксикация обычно развивается при употреблении питьсвой воды с повы- 
шенпым содержанием фторидов (более 4.5 мг/л). Флюороз костей развивается, как правило, 
через 10—20 лсг хронического воздействия фторидов. 

Причины избытка фтора 
» избыточное поступление фтора в оргапизм с питьсвой водой (нскоторыс районы севера 

России, окрестности ирсдприятий по производству алюминия); 

• хроническая интоксикация плавиковой кислотой и другими соединениями фтора в произ- 
водсгвенных условиях; 

• длительная передознровка препаратов фтора; 

• нарушение регуляции обмена фтора. 

При хронической интоксикации фтором рекомендуется ограничить поступление его в орга- 
низм и проводить симптоматическое лечение. 

Основные проявления избытка фтора 
• меловилные пятна на зубах, разрушение зубной эмали, хруикость зубов, остеосклероз (флю- 
ороз); 
остеомаляция. остеопороз, кальциноз сухожилий и связок. образование костных шпор: 
кровоизлияния в лесны. слизистые оболочки рта и поса; 
потеря голоса. сухой улушливый кашель; 
брадикардия, снижение артериального давления; 
кожный зуд. раздражение и слущивание эпидермиса; 
нарушение жирового и углеводного обмена. 

Обнаружение и количественное определение фторидов при химико-токсикологическиҳ исследо- 

ваниях 

Объектами исследования служат кровь. отобранная в количестве 10 мл в пробирку с растно- 
ром ЭАТА. моча в количестве 20 мл, рвотные массы. 

При проведении сулебно-химических нсслелований фториды изолируют путем минерали- 
зация биологического материала после сго полщслачивания избытком МаОН, смачивают рас- 
твором кониентрированной серной кислоты или нитрата аммония и сжигают при температуре 
не выше 500 °С. Далее проводят качественное обнаружение и количественное определение 
фторидов. 

Качественное обнаружение 
• К части образца добавляют 25% раствор хлорида кальция. Фториды дают белый желатино- 

вый осадок, который нерастворим в 30% растворе уксусной кислоты, и мало растворим в 

развеленной соляной кислоте. 

• Часть мочи или рвотной массы сушат, растворяют и нагревают с гидроксидом кальция. 
Добавляют 0.2 г очишенного песка, переносят в выпарительную чашку. Наносят мазок мяг- 
ким парафином на стеклянную пластину. делают любую пометку (опознавательный знак на 
парафиновом слое). Добавляют 5 мл серной кислоты в выпарительную чашку. пластиной 
(парафниовый слой обращен к чашке) закрывают чашку и нагревают в лечение 20 мин. 
Улаляют парафиновый слой с пластины. Оставленный след на пластине, соответствующий 
сделанному опознавательному знаку, указывает на присутствие фторидов. 

Количественные определение 

Метод парофазного анализа (ПФА)-ГХ (см. гл. 8.1 и 8.2) чаше других применяют для опре- 
деления фторидов в крови и моче. Методика основана на использовании комбинации ПФА- 
ГХ-ПИД-ЭЗД. Экстракция содержащихся в сывороткс крови фторидов триметилхлорсиланом 
(преврашение реакционноспособного фторида в инертное летучее производное — триметил- 
фторсилан) ласт возможность определять фториды при их содержании 10—50 нг (около 15 нг/л). 

Для количественного определения фторидов в биологических жидкостях также предлага- 
ются многочисленные колориметрические и спектрофотометрические методы, некоторыс из 
которых очень трудоемки. 
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Значительно менее трудоемким является опрелеление фторидов с помошью ионо-селектив- 
ного электрода (см. гл. 6.5). Олнако этот метод требует тшательной калибровки электролов. 

Все болынсе применение в элементном анализе при токсикологических исслелованиях па- 
холит метод ИСП-МС как чувствительный и надежный (см. гл. 6.4.3). 

В профпатологии наиболее часто используют определение фторндов в моче с помошью ио- 
носелективного электрода. Методика основана на определении разности потенциалов между 
анализируемым раствором мочи. к которой лобавлен буферный раствор с высокой ионной 
силой. и внутренним раствором электрода. Величина разности поенииалов пропорциональна 
обратному логарифму активности фторидов в исследуемом растворе. Нижняя граница опреле- 
ления 5:107 моль/л (0.01 мг/л) фторида. системагическая погрешность 4%, воспроизволимость 
+ 2%. интервал опрелслясмых кониснтрапий — от 510” до 10? моль/л. Время оиределения 
фторила в очной пробе мочи около 5—6 мин. Вешества. естественно содержашиеся в моче. 
онрелелению не мешают. Методика может быть использована и для анализа других биологи- 
ческих материалов после их минерализации. 


ПРИМЕРЫ СИТУАЦИОННЫХ ЗАДАЧ 


Для решения разничных типов ситуационных задач следуст воспользоваться материалами 
электронного приложения, а также обучаюшими задачами, изложенными в учебном пособин 
«Токсикологическая химия. Многоуровневые ситуационные залачи и упражнения» / Пол рел 
проф. Н.И. Калетиной. — М.: ГЭОТАР. 2007. 


СИТУАЦИОННАЯ ЗАДАЧА 


Для проведення ХТА доставлены: кровь и моча ребенка, флакон с остатками ннсектицида 

Обстоятельства дела. Семья с ребенком 12 лет участвовала в пикнике в горах. Олнако отлых 
омрачали многочисленные комары. несмотря на использование инсектицида. К вечеру пошел 
сильный пожль. было решецо вернуться в город. Неожиданно дорогу преградил небольшой 
селевой поток. Всем взрослым членам семьи пришлось расчишать дорогу. Ребенок уснул, и сго 
оставили в машине. включив отопление. Черсз 2 ч взрослые вернулись и увилели, что ребенку 
плохо. Его вынесли из машины. У ребенка начались рвота. желудочно-кишечные боли. Вер: 
нувшись в машину. мальчик жаловался на сильную головную боль, чрезмерное потоотделение. 
затрудненное лыхание. нечеткость зрения. При въезле в город ребенок потерял сознание и 
был доставлен в больницу. С момента обнаружения симитомов отравления прошло около 2 ч 
К эгому времени кожа лица ребенка была сине-багрового цвета, а видимые слизистые оболоч- 
ки — малипово-красного оттенка. 

Цель исслелования: провести ХТА представленных биообъектов. 

Информация. В пробах с таннином и ферроцианидом калия кровь ребенка сохраняла розо- 
вый цвет (предварительная проба на токсикант № 1). Дальнейшие исследования полтвердили 
отравление ребенка токсикантом № 1. По результатам ХТА в крови ребенка обнаружены следы 
вешества. ингибируюшего холинэстеразу (токсикант № 2). Т, и У, токсиканта № 2 лля людей 
не установлены. Во флаконе находился инсектипил (токсикант № 2). продуктами окисления и 
гидролиза которого являются: о-нафтол. формальдегид, аммиак, углекислый газ. 


ТЕСТОВЫЕ ЗАДАНИЯ 


1. Какие исследования будут проведены? 
А. Направленный КТА. 
Б. КТА на немзвестный яд. 
В. СХА па неизвестный яд. 
Г. Направленный СХА. 
Д, Анализ наркотических веществ (АНВ). 


2. Какая формула отражает химическую структуру токснканта № 2? 


| 
О (5) 
СІ Яе) О в 
! 1.9. Ма а 
А а Б ЖЧ В м 
С! 
е С а, 
Сі с! 
д 
Г Г Сі 
Е 
с 
К, 
Я с 


Сі Сі 


Примеры ситуационных задач 913 


3. К какой группе токсикантов относится токсикзит № Е? 
А. Яловитых газов неорганического происхождения. 
Б. Песгипилов. 
В. Металлических ялов. 
Г. Потучих ялов органической природы. 
Д. Афлатоксинов. 


4. Токснкант № 2 — это: 
А. №метил-О-(пафтил- В-карбамат. 
Б. 5.6-Диметил-2-лимстиламии-4-( №. \-лиметилкарбамонлокси)-пиримилин. 
В. О.О-лимегил-5-[1.2-либэтоксикарбонил)-этил|-литиофосфат. 
Г. 3-Феноксибензил-(1В.2$)(=)-3-(2.2-лихлорвинил)-2.2-диметилииклопропанкарбоксилат. 
Д. 1.4.5.6.7.8.8-Гептахяор-+4.7-энлометилентетрагилроинлен. 


5. Основные этиологические факторы отравлений зоксикантом № 1: 
А. Отравления при пожарах. 
Б. Присутствие в помешениях с неиснравным отоплением. 
В. Профессиональное отравление в котельных бытовых и нроизводстненных эланий, 
Г. Присутствие в закрытых автомобилях с неисправным отоплением. 
Д. Все перечислениое верио. 


6. Для ғрумпы пестипилов, к которой относится токсикант № 2, нехарактерно то, что они: 

А. Инсектинилы контактного, системного и кишечного действня. 

Б. Умеренно персистентны. 

В. Быстролействующие ғербипиды псизбирателытого, контактпого действия, лефолианты. 
лесиканты. регуляторы роста. 

Г. Малорастворимы в воде и болынинегве органических растворителей. 

Д. Абсорбируются черсз кожу. всасываются при ингалянионном и пероральпом поналании 
в организм. 


7. Каковы возможные пути попалания токсиканта № 1 в организм человека? 
А. Ипгаляционный. перкутанный. 
Б. Перкутанный, пероральный. 
В. Ингаляционный. пероральный. 
Г. Только исроральный. 
Д. Только ингаляционный. 


8. Токсиканг № 1 (при концетрацин в крови СО 30—40%) вызывает у пострадавшего: 

А. Сильпую головпую боль, туман в глазах. гиперемию кожных покровов, рвоту, увеличение 
уровия сахара в крови, гемическую гиноксию. коллапс. 

Б. Головную боль. гниеремию кожных покровов. 

В. Смергь меньше. чем за час вдыхапия токсиканта № |. 

Г. Нарушение фуикний лыхательной, сердечио-сосудистой. выделительной сисгем, судоро- 
ги. кому. 

Д. Легкое пеломогание без спепифических симптомов. 


9. Характериегика токсического лействия токснканта № 2: 
А. Умеренно токсичный. 
Б. Знаниельно повреждает ЦНС. почки. печень при транслермальном пути введения в 
средних дозах. 
В. Поврежлает кожу. глаза. органы дыхания и желулочно-кишечный тракт. 
Г. Легочный токсикант. который может вызвать смерть от остановки дыхания н некоторых 
случаях через 2—3 нел после отравления, 
Д. Практически нетоксичен. 
10. Продукты биотрансформации токсиканта № 2: 


А. р-Гилроксикарбарил н его конъюгаты с глюкуроновой или серной кислотами. 
о-Нафтол и его коньюгаты с глюкуроновой илн серной кислотой. 
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Б. 1& соелинений и болсе. их копьюгаты с глюкуроновой кислотой. аминокислотами. суль- 
фатами (например. 3-ФЬК. 4-ОН ФБК. 4-ОН ФБК-сульфаг и др.). 

В. ЗМ-деалкилированных метаболита, меркаптановые конъюгаты. 

Г. 2.4-Дихлорофенол п фсиол. их коньюгаты с глюкуроповой пли серной кислотой; около 
9()% токсиканга № 2 выводится в нсизменениом виде. 

Д. Токспкант № 2 восстапавливается до неустойчивого свободиого радикала. который пов- 
горпо окислястся с образованием супероксидного радикала. 


1. Механизм действия токсиканита № 2: 

А. Обрагимое ингибирование холиностеразы. 

Б. Необратимое ингибирование холипэстеразы. 

В. Воздействие на транспортные системы переноса через мембраны ионов натрия, калия. 
кальция и хлора. ингибирование ферментов. влияние на высвобожление медиаторов в 
первных окопчаниях. 

Г. Образование своболных радикалов, разрушающих липилные мембраны. 

Д. Мехапизм лействия неизвестен. 


12. Может ли токсикант № 1 вылеляться с мочой? 
А. Нет. 
Б. Да. это основной путь выведения. 
В. Да, в следовых количествах. 
Г. Только в виде конъюгагов с серной кислотой. 
Д. Только в виде метаболитов и конъюгатов с глюкуроновой кислотой. 


13. Отравление ребенка согласно клинической картине (см. обстоятельства дела), могло соответствовать 
диапазону концентраций токсиканта № 1 в воздухе (в закрытой машине) на момент интоксикации: 
А. 0.01—0.04 мг/л (соответствует уровню НЬСО в крови 0— 3%). 
Б. 0.08—0.11 мг/л (соответствует уровию НЬСО в крови 4—10%). 
В. 0.23—0.46 мг/л (соответствует уровню НЬСО в крови 20-30%). 
г. 0.46--0,88 мг/л (соответствует уровню НЬСО в крови 30—40%). 
Д. 1.26—1,76 мг/л (соответствует уровию НЬСО в крови 50—60%). 


14. Каковы нутая выведения 96° абсорбироваиной организмом дозы токсикянта № 1? 

А. Через дыхательные пути в первые 20—30 мин после прекращения попадания в орга- 
НИМ. 

Б. С мочой через 4—35 ч после прекрашения нопалания в организм. 

В. Через лыхательные нули в течение 1 ч после прекращения попадания в организм. 

Г. Через лыхательные пути в течение 2 ч после прекращения попадания в организм. 

Д. С мочой. через кожу и через лыхательные пути через 4—5 ч после прекращения попала- 
пня в отанизм 


15. Для определения карбоксигемоглобина в крови проводят экспресс-тесты, кроме: 
А. Добавления 1% раствора К ДР СМ), |. 
Б. Добавления 20% раствора сдкого натра. 
В. Добавления 40% раствора фенилгилразииа. 
Г. Добавления 30% раствора уксусной кислоты. 
Д. Добавления раствора сульфида меди. 


16. Иеходя из обстоятельств дела, лля проведения предварительных испытаний на токсиканг № 2 
оптималью использование иммунохимических метолов: 
А. Технологии Е ЗА. 
Б. Технологии ЕМГ. 
В. РИА. 
Г. ПФИА. 
Д. Техпологии КЕМ. 


17. При лобавлении 40% раствора фенилгилразина к капле крови неследуемого образця: 
А. Кровь. содержащая карбоксигемоглобии. остается светло-красной. при его отсутствии 
становится темно-зеленой. 
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Б. Кровь. содержашая карбоксигемоглобин, остастся светло-красной, при его отсутствия 
становится темно- или черно-красной. 

В. Кровь. солержашая карбоксигемоглобин. остастся темно- или черно-краспой. при сго 
отсутствии становится светло-красной. 

Г. Кровь. содержащая карбоксигемоглобии. становится темно-зсленой. при сго отсутствии 
становится светло-красной. 

Д. Кровь. содержащая карбоксигемоглобии. становится блелно-голубой. при его отсутствии 
становится спстло-красной. 


18. Каким методом можно подтвердить наличие токсиканта № 2 в крови ребенка? 
А. Биохимическим (холинестеразная проба). 
Б. ТСХ. 
В. ПФИА. 
Г. Методом УФ-спектроскопим. 
Д. ВЭЖХ-МС. 


19. Каким способом в данном случае слелует провести пробоподготовку образцов кровн для коли- 
чествениого определения токсиканта № 2? 
А. Тверлофазной микроэкстракиией. 
Б. Экстракиией на жидкостных мембранах. 
В. Супсркритической жилкостной экстракцисй. 
Г. Иммуноаффииной хроматографией. 
Д. Любым из перечисленных способов. 


20. Какие детекторы используют при определенин СО в крови методом газовой хроматографин? 
А. Кагарометр, ПИД. 
Б. Катарометр. ЭЗД. 
В. МС. ПИД. 
Г. ЭЗД. МС. 
Д. АФД. 


21. На каком из рисунков представлены спектральные данные, которые можно использовать для 
идентификации и количественного определения карбоксигемоглобина? 
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22. Учитывая обстоятельства лела, какие мегоды анализа в указанной последовательности дадут 
надежные результаты определения токсикантов в кратчайшие сроки? 
А. Химические тесты. ИФА (ЕМЗА). УФ-спектроскопия. ВЭЖХ-МС. 
Б. Химические тесты. ИФА (ЕМІР). ИК-спектрометрия. ГХ-МС. 
В. Химические тесты. УФ-спектроскония. ГЖХ (ПИД). 
Г. Химические тесты. РИА, ИК-Фурье-спектроскония, ГХ-МС. 
И. Химические тесты, ПФИА. ТСХ. ИК-спектрометрия. 

23. Количественное определение токсикаита № 2 и его мегаболигов в образцах крови и мочи про- 
водили методом ВЭЖХ-МС. Какие данные соответствуют результатам КТА? 
А. В крови: карбарила 0.0001 мг/л. а-нафтола 0. 005 мг/л: в моче: с-нафтола — 0.05 мг/л. 
Б. В крови: карбарила 0.0001 мг/л, а-пафтол ие обнаружен: в моче: а-нафтола — 0.05 мг/л. 
В. В крови: карбарилз 0.0001 мг/л. о-нафтола 0. 005 мг/л: в моче: о-нафтола — 0.0005 мг/л. 
Г. В крови: карбарила 0.0001 мг/л. с-нафтола 0.505 мг/л: в моче а-нафтол не обнаружен. 


918 Примеры ситуационных задач 


К снижению злоупотреблений в последнее время веществом О 
привело распространение ииформации об опасных последствиях 
его приема (непрелсказуемые психические нарушения, нопьпки 
самоубийства. повреждения структуры хромосом и т.л.). 

Наркотическое вещество 0. Аналитическис характеристики 
УФ-спсктрофотомстрия: водные растворы вещества О имеют 
характерный максимальный ник поглощения в области 315 им 
{рН < 7.0) и 310 нм (рН > 7.0). 

ИК-снектрометрия:  характеристические частоты 1626, 
1307.1136.1066.1212.749 см”! (таблегки с КВь). 

Хромато-масс-спектрометрия: принципиальные пики ири 
соотношении т/4 323. 22]. 181. 222. 207. 72. 44. 223. 324 
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Рис. 1. Масс-спсктр наркотического вешества 2 


Наркотическое вешсство С. Аналитические характеристики. 
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Рис. 6. 


Наркотическое всшество С оказывает влияние на дофаминергические системы мозга. Из 
вестно около 200 вилов растений. содержащих наркотическое вешество С. 
Наркогнческое вещество С. 
® Смертельная лоза (для челонска. рапсе сго не употреблявшего) 200) мг. 
® Разовая «уличная» лоза 15—60 мі 
• Дия иитранозального введения: «дорожка» длиной 3—5 см. содержащая ог 10—20 мг ло 
50— 100 мг. 
• Токсическая доза орально 500 мг. 
Летальная лоза 1.2 г. Доза может быть снижена до 20 мг и менсе или повышена до &— гв 
зависимости от ниливидуальных особенностей чељорека. 


На фотографии — фрагмент растения. из когорого получают вешество С 


Лаборатория рабогает согласно привпипам СЕР и оснащена аналитическим оборудованием в 
соответствни с современными рекоменлациями ТІАЕТ. 
Цель исследования: провести СХЭ представленных биообъектов на содержание вешесгва С. 
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ТЕСТОВЫЕ ЗАДАНИЯ 


3. Какая формула отражает химическую структуру токсиканта? 


Какие исследования будут проведены? 
А. Направленный СХА. 

Б. Направленный КТА. 

В. Ненаиравленный СХА. 

Г. Непаправаспный КТА. 

Д. Криминалистический анализ. 


Определяемый токсикаит С — эго производное: 
А. Тропана. 

Б. Пирилииа. 

В. Пиримилина. 

Г. Хнполинпа. 

Д. Ипдола 
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4. Биодоступность кокаина при различных способах введения: 
А. Оральный — 20—40%. 
Б. Инграназальный — 20—40%. 
В. Курение — 6—32%. 
Г. Виугривенный — 100%. 
Д. Верно все. 


5. Основные признаки длительного потребления кокаина: 
А. Потеря массы тела. 
Б. Разлражительность. агрессивпость; бессоиница. 
В. Хронический насморк и частые респираторные заболевания. 
Г. Расширенные зрачки. 
Д. Верно все. 


6. Если человеку массой 60 кг была ввелена лоза кокаина 100 мг внутривенно. а через 5 мни кон- 
центрация его в плазме крови составила 1 мг/л. то кажущийся объем расирелеления равен: 
А. 1.6 л/кг. 
Б. 1 л/кг. 
В. 0,2 л/кг. 
Г. 0.6 п/кг. 
Д. 0.08 л/кг. 


7. Какой метаболит, обиаруживаемый в моче. служит маркером употребления алкоголя совместно 
с кокаином? 
А. Ангилроэкгонидин. 
Б. Бензоилэкгонин. 
В. Экгонин. 
Г. Норкокаин. 
Д. Кокаэтилен. 
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Г. Способность легко лиффуилировать в клетки ткани. 
Д. То. что улельный нес растворителя должен значительно превышать улсльный вес воли. 


16. При каком значении р кокани максимально булст извлекаться органическим растворителем, 
если показатель нонизацни кокаина 8.67 
А. 9.0—10.0. 
Б. 2,0—3,0. 
В. 12.0—13.0. 
Г. 8.0—59.0. 
Д. 10.0—12.0. 


17. Выбрать панболее правильный варнаи использования физико-хнмических методов на различ- 
пых этапах проведения ХТА. 

А. ГЖХ. ВЭЖХ. ТСХ, ГХ-МС (предварительный этап) — иммупохимические метолы 
{ИХМ). химические методы (ХМ) (подтисржлающий этап) — ВЭЖХ (количественное 
определение). 

Б. ГЖХ (предварительный этап) > ИХМ. ХМ (подтверждаюший этап) > ГХ-МС (коли- 
чествениое определение). 

В. Спетрофотометрия (СФМ) в вилимой и УФ-области. капиляярный электрофорез (КЭ) 
(прелварительный этап) > ТСХ (полтвержлающий этап) > ГЖХ (количественное опре- 
леление). 

Г. ГЖХ. ТСХ, ИХМ. ХМ (ирелварительный этап) + ВЭЖХ. ГЖХ, ГХ-МС, дифферении- 
альная спектрофютомстрия (Дифф. СФМ) в УФ-области (поллвсрждающий этап и коли- 
чественпос определение). 

Д. Только ГЖХ (предварительный этап, подтверждающий этаи и количественное опреде- 
ление}. 


18. При исследовании аналита мегодом ТСХ на пластине проявились пятна соединений с В» сов- 
падающими с К, метчиков (коканна и его метаболитов) после обработки пластины: 
А. Реактином Симона. 
Б. Раствором хлорида железа(і11). 
В. Расғвором пиигидрииа в ацетоне. 
Г. Реактивом Манделина. 
Д. Реактивом Драгенлорфа. 


19. Для обнаружения кокаина в виде крисғаллов — красно-фиолеговых прямоугольных и квалрат- 
ных пластинок — может быть использована реакция с: 
А. Раствором перманганата калия. 
Б. Раствором платинохлористоводородной кислоты. 
В. Резктивом Бушарла. 
Г. Рсактивом Драгснлорфа. 
Д. Рсакгивом Марки. 


20. В УФ-сиектре раствора коканна наблюлаются: 
А. Максимум поглощения в кислой средс и отсутствие максимума поглощения в шелоч- 
ной. 
Б. Максимум поглощения в кислой среле и максимум поглошения н шелочной среде. 
В. Два максимума поглошения в шелочной среде. 
Г. Максимум поглошения в шелочиой среле и отсутствие максимумов в кислой среле. 
Д. Два максимума поглощения в кислой срслс. 


21. При исслеловании волос для установления факта употребления кокаина используют; 
А. ГХ-МС. 
Б. ГЖХ. 
В. ВЭЖХ. 
Г. ИКС. 
Д. ЯМР. 


22. Выберите из иредставленных на рис. 2—6 апалитических ланных ИК-спектр токсиканга, характе- 


ризующий его форму после экстракиии органическим растворителем из секционного материала: 
А. Рис. 4. 
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Б. Рис. 
В. Рис. 
Г. Рис. 
Д. Рис. 6. 


23. Количественное определение кокаина мегодом УФ-спектроскопни проводят: 
А. По прелваритсльно построенной калибровочной кривой, представляюшей собой линсй- 
ную зависимость оптической нлотности (А) от кониентрации (С, мг/мл). 
Б. По времени удерживания. 
В. По площади пика. 
Г. По величине т/х — отношению массы фрагмента к зарялу. 
Д. По характеристическим частотам, 


24. Наркотическое вешество № — это: 
А. ЛСД—25. 
Б. Исилоцибии. 
В. Героин. 
Г. Димегилтриитамии. 
Д. Псинонин. 


лы 


25. Наркотическое вешество А имеет строение: 


НЗС сн о он 
и 3 Ў У 
ж, м 
он но о 
А 
Б 
м 
н Н 
о он о он 
а нае, „Нз ^и н, Р 
и Ы м иж М 
но о но о 
В Г 


М М 
а н 
н 
о М о 
С295 
НМ 
д С6Н5 
о 


Приведите схему ХТА представленных объектов. 
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Ситуационная задача 


На ХТА доставлены: кровь. моча и волосы постралависго. 

Обстоятельства дела. Молодой человск 20 лет. стоя па лестинцс. опрыскивал инссктицилом 
верхушки яблонь па прнусалебном участке. Средств инливилуальной защиты на нем не было. 
Оступившись на перекладине лестницы. он упал и получил серьезную травму позвоночника. 
Потерпешпий был достанлеи в ближайшую сельскую больницу. гле дежурил молодой врач. В 
ожидании специализированной бригалы Скорой помощи врач. виля страдания пациента. на- 
значил ему инъекцию сильцодействующего обезболиваюшсго средства. Через 3 ч после несчаст- 
ного случая биожидкости пострадавшего были переданы для нровеления ХТА. 

Информация. По результатам ХТА установлено, что инсектицид (токсикант № 1) относится 
к группе полнхлорниклолиенов. Продуктом сто метаболизма являстся сослинение, имеющее в 
своей структуре эпоксигруипу. 

Обезболниающий лекарственный препарат — это соль алкалоияа. анионом которой являет- 
ся хлорид-нон. 

УФ-спектр алкаяоила-оспования;: максимум поглощения при 255 нм в 0.1 н. НСІ и макси- 
мумы поглошения при 205 и 298 пм в 0.1 и. МаОН. 

ИК-спектр соли алкалоиля: полосы поглощения при 1460. 1449.1444. 1409.1224. 1076, 787 см". 

При проведении ТСХ лекарственное всшество можно обнаружить реактивом Марки — 
красно-фиолстовое окрашивание. реактивом Фреде — Фиолстовое окрашивание. нерехоляшее 
в блсдпо-розовос. рсактивом Манлелипа — фиолстовос окрашивание. персхоляшее в бледно- 
розовое. 

В моче постралавшего были обнаружены б-моноанстилморфин {6-МАМ), морфин. мор- 
фин-3-глюкуронил. Содержание морфина превышало дозу введенного сильюдействующего 
обезболивакицего препарата. Чем это можно объясиить? 

Какое вещество явилось токсикантом № 2? При исслеловании биообъектов в качестве пол- 
тверждающего мстода анализа токсиканта № 2 использовали мегод, апалигическим сигиалом 
которого являстся величииа 11/7, 

Цель исследования: провссти ХТА на наличие токсикаитов № 1 и №2 

Привелите схему ХТА прелставленных бнообъектов. 

Лаборатория работает согласно принципам СЕР и оснащена аналитическим оборудованием в 
соответелвин с современными рекомендациями ПАЕТ. 

При решении залачи слелует: 

е обосновать пыбор биосбъектов пля провеления ХТА (физико-химические свойства токси- 
кантов. ланные по токсикокинстике и биотрансформации): 
обосновать выбор способа пробополготовки; 
обосновать выбор методов идентификации и количественного определения токсикантов, 
учитывая их чувствительность и специфичность. преимущества и недостатки; 

• обосновать выбор способа количественного опрелеления. поэтанно изложить схему и про- 
нелуру его проведения, привести математические формулы. если нсобходимо, произвести 
вычисления; 
представить интерпретанию полученных результатов: 

• дать заключение об обнаружении токсикаитов. 


Ситуационная задача 


На СХЭ доставлены: внутренние органы (желудок с содержимым. ссрлце, печень. почки, 
мозг, жировая ткань. легкое). кровь, моча, волосы трупа, обертка от конфеты. Биообъекты ие 
подвержены гнилостному разложению. 

Обстоятельства дела. Три подруги Тапя. Маша и Юля — поговорились встретиться после 
работы и пойти в кино. Таня и Юля работали вместе и жили в рлиой комнате общежития. Да- 
лее записано со слов Юли. Тапя почему-то сильно волновалась перел встречей и более 10 раз 
за день пила кренкий кофе. В кинотеатр левушки не пошли, так как Таня была очень сильцо 
возбуждена и вела себя иеалекватно. У мегро Маша купила три шоколалные конфеты и угос- 
тила подруг. Юля и Маша сразу съели свои конфеты. Таня нс хотела сладкого. Маша все-таки 
уговорила нодругу. развернула конфегу и лала ей. Обертку от конфеты она спрятала в карман. 
Дома у Тани началась рвота, затем она погеряла сознание. Юля. отправляя Таню в больницу. 
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сказала врачам. что подруга, по-вилимому. отравилась кофе. По дороге в больнниу Тапя умер- 

ла. Реапиманионные мероприятия провести ис успели. 

Маша (через 2 дия после смерти Тани) призналась, что отравила подругу. заменив конфету 
другой. в которую заранее вложила яд. В локазательство своих показаний представила обертку 
от конфеты. 

Информация. На обертке конфеты сохранились слсдовые количества токсиканта № 1. Токснкант 
№1 обпаружен в биообъсктах в концентрации. которая не могла привссти к летальному исходу. 

Согласно результатам ХТА. токсикант № 1 относился к групе металлических ядов. Извсст- 
но, что отравление, вызванное этим ялом. сравнивают с заболеваинем СПИДом («химический 
СПИД»). Хлорилный комплекс этого токсикаига с трифенилметановым красителем. извле- 
ченный толуолом. сохраняст голубую окраску при промывании раствором серпой кислоты. 
Сульфид этого токсиканта растворим. Волосы пострадавшей сопержали фоновое количество 
токсниканта № 1. 

Во внутрсиних органах трупа был обнаружен токсикант № 2 — 3.4-метилендиоксиметам- 
фетамин (МДМА) и его мстаболит. Концентрация МДМА в крови соответствовала ирнему 
вещества в дозе. несовместимой с жизнью. Зерна кофе. из которого потерпевшая готовила на- 
питок. нс содержали токсикантов № 1 и 2. однако на чашке. которой пользовалась ногибшая. 
были обнаружены слелы МДМА. 

Количествсииое содержание кофеина в крови пострадавшей — менее 30 мкт/мл. 

Приведите схему ХТА представленных бнообъектов. 

Лаборатория работаег согласно принципам СЪР и оснашена аналитическим оборудованием в 
соответствии с современными рекомендациями ТТАЕТ. 

При решепии задачи следует: 

• обоспова:ь выбор биообьсктов для провеления ХТА (физико-химические свойства токси- 
кантов. данные по токсикокиинстике и биотраисформации): 

• обосновать выбор способа пробоподготовки; 

• обосновать выбор методов илентификации и количественного определения токсикантов, 
учитывая их чувствительность и специфичность, преимущества и недостатки; 

• обосповать выбор способа количественного опрелеления, поэтапно изложить схему и про- 
целуру его провсясния. привести математические формулы. если необходимо. произвести 
вычисления; 
предегавить интерпретацию полученных результатов: 
лать заключение об обнаружении токсикантов. 


Ситуационная задача 


На СХЭ лоставлены: внутрепние органы (желудок с содержимым. серле, печень. почки, 
мозг, жировая ткань. легкое). кровь. моча. волосы трупа. Объекгы не полвержены гнилостному 
разложению. 

Обстоятельства дела. Со слов родственников. накануис собрания акционеров олин из члс- 
нов совета директоров крупной авиакомпапии лолго не мог уснуть. даже приняв тройную дозу 
хальциона. Жена посоветовала принять зеплую хвойную ваниу. Утром этот человек был найден 
утонувизим в ванне. 

Информация. В крови и печени трупа были определены кониситрашия триазолама 72 и 
258 мкг/л соответственно, значительная концентрация хальциона. В крови также присутство- 
вал этиловый спирт в концентрации. соответствующей сильному опьянению. 

Со слов колдег известно. что пострадавший часто курил марихуану. Результаты СХЭ под- 
твердили эту информацию. 


„Летальная концентрация триззолама 
Концентрания Кровь из серлиа — Кровь из белра 1 Мои Пеҹень _ Почка Моҹа, 


| мкг/л атл 


Средняя 119 77 161 ‚394 $97 270 


Дизпазон (834—153) (62—91) (106—216) (92—583) (71—293) (24—741) 
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Цель исслелования: пронести химико-гоксикологическое исслеловзние па наличие всех ука- 
злиных токсикантов. 

Привелите схему ХТА представленных биообьектон. 

Лаборатория работает согласно иринцииам СТР н оснащена аналитическим оборудованием в 
соответствии с современными рекомендациями ПАЕТ. 

При решении залачи сяедует: 

• обосновать выбор биообъсктов лля провсления ХТА (физико-химические свойства токси- 
каитов. данные по токсикокипстикс и биотринсформации): 
обосновать выбор способа пробополготовки: 
обосиовать выбор методов илситификации и количественного определения токсикаитов, 
учитывая их чувствительность и специфичность. преимущества и недостатки; 

• обосновать выбор способа количественного определения. поэтапно изложить схему и иро- 
иелуру сто провсяения. иривести математические формулы. если псобходимо, произвести 
вычисления: 

• ирслставить иитериретацию полученных результатов: 

• дать заключение об обнаружсини токсикантов. 
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ДОПИНГОВЫЕ СРЕДСТВА 


Только не делай того. чего не должно 
делать. и ты сделаешь все то, что должио. 
Л.Н. Толстой 


Победы прославляют не только самих спортсменов и их тренеров. но и имсют сильнейшее 
политическое, экономическое и социальное значение. повышают престиж стран. ирслстав- 
лясмых победителями. Постояиный рост спортивных рекордов, острое соперничество между 
ведущими спортсменами приводят к тому, что они подвергаются высочайшим по интсисив- 
ности и объемам тренировочным и сорсвноватсльным нагрузкам, которые нередко превьниают 
сстестненные возможности человеческого организма, угрожая жизни триумфаторов. К насто- 
ящему времени в большинстве видов спорта физическис и психические пагрузки спортемсе- 
нов практически исчерпали адаптационные (компенсаторно-приспособительные) способности 
организма человека. Поэтому и спортсмены, и специалисты, работающие в спорте и смежных 
с ним сферах, помимо совершенствования снстемы отбора н подготовки мойодежи для боль- 
шого спорта, методик тренировок, улучшения материальной базы изыскивают всевозможные, 
нередко неблаговидные способы, направленные на обеспечение побелы на спортивных аренах 
любой ценой. 

Одним из таких путей является широкое использование в спорте различных лекарственных 
средств и биолобавок в избыточных количествах, наносящих вред здоровью спортсменов и 
нарушающих принципы спортивной этики. Такие вещества и/или методы их использования 
классифипируются как лопинг. Применение лопинговых срелств в спорте запрешено. В табл. 
9-1 прелставлена история и современное состояние использования лопингов. 

В настоящее время проблема применения допинговых срелств остается олной из самых 
актуальных в спорте высших лостижений. о чем свидетельствуют допинговые скандалы. пос- 
тоянпо сопровождающие круппые международные соревнования. Но это только вершина ай- 
сберга. Как показывает практика последних лет. молодежь, устоявшая от пагубных привычек 
потребления алкоголя, табака и наркотиков и сделавшая свой выбор в пользу злорового образа 
жизни. подвергается давлению и изошренной пропаганле употребления физиологически ак- 
тивных веществ лля улучшения физических данных. По действию такие вешества способству- 
ют скорейшему наращиванию мьшсчіюй массы, увеличению физических характеристик тела и 
сохранению работоспособности в теченне длительного времени. но напосимый имн вред мало 
отличается от лействия наркотиков. Особо опасио бесконтрольнюе потребление полростками 
модифицированных мужских половых гормонов. Уже одиократный прием таких препаратов 
грубо и на продолжительное время нарушает гормональный статус организма человека. Пов- 
ториое же потребление усугубляет проблему. В итоге к 25—30 годам постоянно заиимакицийся 
спортом и велуший здоровый образ жизни, но употребляюший допинги человек имеет серьез- 
ные заболевания печени, почек, суставов, гормональной системы. Как показывает практика. в 
спортивных залах и клубах широкое распространение получили контрафактно произведенные 
препараты, препараты для ветеринарной практики или неизвестного происхождения. Доля ле- 
карственных препаратов для мелицинского примспения среди них крайне мала. 
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Таблица 9-1. Эзапы использования допингов 


4000—5000 лет до 
Н.Э. 


2000 лет до н.э. 
500 лет ло н.э. 

300 лет до н.э. 

В первой половине 


ХІХ века 
1865 г. 


1886 г. 


1928 г. 
30-е голы ХХ века 
1952 г. 
1956 г. 
Конец 50-х — на- 


чало 60-х годов ХХ 
века 


1960 г. 


1960 г. 
Начало 60-х голов 


1963 г. 
1964 г. 


1965 г. 


1966 г. 


Растительные стимуляторы. солержашис кофеин 


Инлейцы Южной Америки повсеместно употребляли растительные стимуляторы 
(кофеини и кокаин) для повышения работоспособности и уменьшения чувства 
голода 

Слово «допинг» использовалось лля обозначения напитка, который южио-афри- 
канские племена принимали во время религиозных ритуалов 


Гаясн. отец современной медицины. отмсчал использование греческими атлста- 
ми стимуляторов 


Наркотическис средства давали лошадям, участвующим в конных скачках, про- 
водипиихся в Англии 


Виервыс термин «допинг» примепили по отпошению к спортсмсиам, прини- 
мавшим стимуляторы во время соревиований по плаванию, проводившихся в 
Амстеряаме 


На соревновапиях по велосипедному спорту была зафиксирована первая смерть 
олного из участников — англичанина Лингона. насгуцившая из-за применения 
им допинга во время гонки по маршруту Париж — Борло. 


Международная федерация легкой атлетики стала активно бороться с использо- 
ванием лопинга 


Выделение тестостерона, сго сингез из холестерина. синтез других мужских 
половых гормонов 


На зимних Олимпийских играх были отмечены случаи использования фенамипа 
конькобежнами, которым при забеге потребовалась мелицинская помошь 


На Олимпийских играх в аналогичную ситуанию попали велосипедисты 


Получили расиространснис синтетические мужские половые гормоны сре- 

ли спортсменов США. В большом числе публикаций препараты этого класса 
рекоменловались спортсменам. опециализирующимся в силовых и скоростно- 
снловых вилах спорта — тяжелой атлетике, бодибилдинге. метаниях ядра и др. 
Рекламную камнанию срели спортсменов проводили фармацевтические фирмы. 
произвояившие анаболические стероиды, а врачи вымисывалн спортсменам 
ремелты на эти прспарачы для улучшения результатов соревнований 


Гибель латского гониика К. Иснсена во время сорсвиований по велоспорту на 
ХУИ Олимпийских играх в результате применения фенамина. Международный 
олимпийский комитет начал борьбу с доиннигом 


21 страна приняла резолюнию против использования в спорте донинговых суб- 
станций 


Проводятся первые тестирования спортсменов иа применение стимуляторов. 
В-аареноблокаторов. наркотических вешеств 


Совет Европы созлал спениальный комитет по борьбе с допингом 


Первые пробы на применсние спортсменами запрешенных стимуляторов были 
взяты в Токио на ХМИ Олимпийских играх 


На Международном конгрессе споргивной мелипипы, проходившем в Страсбур- 
ге (Франция). было сформулировано: 

«Допинг — это введение в организм человека любым путем вениества, чуждого 
этому организму. ияи какой-либо физиологической субстанции в ненормаль- 
ном количестве. или введение какого-либо вешества нссстественным путем. для 
того чтобы искусственно и нечестным путем повысить результат спортсмена во 
время выступления в соревнованиях» 


Фелсрапия велосниеаного спорта и Федерация футбола были первыми меж- 


дународными федераинями. которые официально ввели пробы на допинг при 
проведении чемпионатов мира 


Допинговые средства 931 


Продолжение таба. 9-1 


1967 г. Международный олимпийский комигет (МОК) учредил Мелнинискую комис- 
сию. принял определение допиша и выпустил нервый перечень запрещенных 
препаратов 

1967 т. Зо время гонки «Тур де Фраись умирает английский гоишик Т. Симпсоп, зло- 


употребивший донингопыми срелствами 


На Х зимиих Олимиийских играх в Гренабле и иа ХІХ Олимпийских играх в 

Мехико Медицинская комиссия МОК впервые осуществила широкий антило- 
иннговый контроль. в ходе которого проверку на применение стимуляторов и 
маркотических вешеств прошли болсе 750 сиортеменов 


Копси 60-х — пача- Анаболические стероиды стали широко использоваться в странах Восточной 
ло 70-х толор Европы 


1968 г. 


60—70-с и послелу- Довольно сложной {с точки зрения обнаружения фактов применения} оказа- 

ющие годы лась проблема контроля на кровяпон допинг. нспользоваине котолого волучи- 
ло распространенис в видах спорта, связанных с проявлением выносчивосун 
к длительной работе. Эксиепименгально было установлено, что применение 
кровяного допинга (темотраисфузия, аутогемотраисфумя) намного повышает 
уровень гсмоглобниа в крони, способствуя тем самым сущестиениому увеличе- 
нию возможностей кислоролтранспортной системы и повышению выносливости 
спортсмена в условиях пролояжительной работы 


На Олимпийских играх в Мюнхене тестирование спортсменов с нелью выявле- 
ния применения ими заирмиспных препаратов ирнобрело характер широкомас- 
шлабной акини. Пробы были взягы болсе чем у 2 тыс. участников игр; 7 проб 


лачи положительный результат. Все спортсмены. в том числе 4 мелалиста, были 
лисквалифииированы 


1972 г. 


70—80-е годы Особую популярность анаболические стороињы помобосли. когда была ломаял- 


но, что эти препараты яваяюлся эфёектитмым средством стимуляции позмож- 
МОЛУ САХА ОАО ОАК ОКО ДАО 
К ОА АО ОА, ГУМОМ. 

виелрению анаболических стероидов в практику полготовкн вслосипедистов. 
пловцон, гребцов. конъкобсжцев и длр. Распространение препаратов этого класса 
стимулировалось тем. что именно в этот период в подавляющем большинстве 
вихов спорта появилась тспдснция к резкой нитенсификаиии тренировочиюго 
процесса. и очень многие победы на Олнмпийских играх и чемпионатах мира, 
как и немало установленных фемомснальных мировых рскорлов, имели «инабо- 
лическое» происхождение 


Серелина 70-х годов Разработаны методы. позволяющие выявлять использование спортсменами ана- 
болических стероидов 


1975 г. МОК вволитг анаболические стероилы в Список запрещенных препаратов 


1976 г Обслелования. нровеленные на Олимпийских играх. обнаружили наличие запре- 
шенных средств в пробах 11 участников сорсвионаний. В 8 случаях спортсмены 
применяли анаболические стероилы 


Конец 71-х — ®0-х Разралилась серия сканлальных разоблачений. связанных с примсиснием ана- 

годов болических стсроилов. Наиболее громким сканлалом была лисквалнфикация 
каналского спринтера Б. Джонсона, вынгравшего золотую мелаль в спринтер- 
ском беге на 100 м из Олимпийских играх 1988 г. в Сеуле и лишенного этой 
медали за применение стапозонойа. После истечения срока лисквалификаиии 
Джоисои рсриулся в спорт, однако в 1993 г. быа лисквалифицироваи ножизиен- 
но за применение того же анаболика. На этнх играх было лисквалифипировапо 
несколько болгарских гяжелоатлетов. после чего вся болгарская команда была 
снята с соревнований и с позором выслана из Сеула. Широкий резоилнс прноб- 
рела история с 2 советскими тяжслоатдетами, пойманными в Канаде с партией 
знаболиков и имержанными правоохранительными органами за их распростра- 
нение 
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Начало 80-х годов 


1986 г. 


19%) г. 


Середина 90-х голов 


90-е годы 


2000 г. 


2002—2007 г. 


2002—2007 г. 


Окончание табл. 9-1 


Мелииниская комиссия МОК столкнулась с проблемой использования сиорт- 
сменами таких препаратов. как }-адреноблокаторы {вешества. активно возлейс- 
твуюшис ва периферическую первную систему и гемоципамику) н диуретики 
(средства, способствующие снижению массы тела и выведению из организма 
следов применения тех или иных лопиніовых срелетв). В резулмате после ХХШ 
Олимпийских игр 1984 г., проходивших в Лос-Анджслосе, вещества. огносяцис- 
ся к упомянутым группам. были включены в Список запрсшсниых прспаратов 


После введения МОК запрета па использовзие кровяного лопинга в спорте 
проблема еще более обострилась. Во-первых. из-за отсутствия палежной сис- 
темы контроля, а во-вторых. в связи с виедрением в спорт препаратов группы 
эритропоэтина. которые явились синтетическими аналогами кровяного допинга 


Запрет применения эритропоэтина проблемы нс снял, гак как ии этот момент 
не было надежных методов его определения. Эритроноэтин стал широко при- 
меняться в видах спорта, требующих проявиения выносливости и значительного 
потребления кислорода 


Дисквалификация нескольких китайских пяовиов. уличепчых в применении 
анаболических ст ероидов 


Сулебные процессы в Германин по искам к организаторам и исполнителям про- 
іраммы применения запрешенных ирсизратов в спорте ГДР 

Запрет на применение анаболических стсроидов и жссткис наказапия за их ис- 
пользование стимулировали поиск новых лопиигов. Получил широкое распро- 
странение соматотропиый гормои (гормон роста). По неофициальным лаппым, 
вперные был ислользован в ГДР 


Срели участников международных соревнований в отдельных видах спорта, 
требующих значительного потребления кислорола (особенно в лыжных гонках), 
становится все больше спортсменов, предъявляющих медицинские справки о 
том, что они астматики и потому не могут сушествовать без приема антиастма- 
тических лекарств. Прием этих препаратов (санкционированный меликами) даст 
спортсменам довольно существенные преимуіцества перед соперниками 
Разработаны методы исслелования эритропоэтина. В обороте появились аналоги 
эритропоэтина (дарбепоэтин и др.). заменители крови на основе гемоглобина 


Широко внедряются препараты. трулновыявляемые в процессе лопинг-контро- 
ля. например ряя неитидных гормонов. Используются достижения молекуляр- 
ной медицины и 1еномики 


Получили широкое распространение производс!во пищевых побавок и их 
интсисивное использование спортсменами. Эти добавки не относятся к лекарс- 
твам, что значительно облегчает процесс их производства и выхода на рынок. 
Однако многие добавки содержат запрещенные вещества (анаболические стеро- 
иды, стимулягоры н др.). хотя информация об этом на этикетках и в инструкни- 
ях по их исиользованию отсутствует. В этой связи у спортсменов и иредставите- 
лей антидопинговой системы контроля возникли серьезные проблсмы. 


Основные допинговые средства 


Коитролирусмыс допинги перечислены в Списке запрещенных препаратов (далее Список) 
для использования в олимпийском спорте. Он ежегодно. обычно 1 января, обновляется Все- 
мирным антилопииговым агентством (ВАДА, МАРА) и утвержластся МОК. Влиянис на фор- 
мнрованис списка запрешенных препаратов оказывают международные спортивные фелера- 
ции, которые рекоменлуют включать в список те или иные вещества, способные положительно 
повлиять на результат в конкретном виле спорта. 

Всемирный антидопинговый кодекс ВАДА определил 3 основных положения, касающиеся 
включения субстанций и методов в Список. 

1. В Список должны быть включены субстанция или метол, отиечающие любым 2 из 3 сле- 


дующих критерисв: 


» цанная субстанция или метод способны улучшать или улучшают спортивные результаты (на 
основании научно обоснованных данных или предыдущсего опыта); 
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» данная субстанция или метод пиредетавляют риск, в том числе потенциальный. пля здоровья 
спортсмена (на основании научно обоснованных ланных или прелылушего опыта): 
• использование ланиой субстанции или метода противоречит духу спортивиых состязаний. 

2. Субстанция или мегол лакже должны вноситься в Список, если ВАДА опрслеляет. что 
существуют медицинские или другие научные данные, фармакологический эффект или оныт, 
свилетельствующие о том. что данная субстаиция или метод способен маскировать использо- 
нание других запрсшепных субстанций и запременных метолов. 

3. Решение ВАДА о включении той или иной субстанции или метода в Список окончатель- 
но и не может быть предметом обсужлепия со стороны спортсмена или другой персоны на 
основании того. что даниая субстанция или метод якобы не является маскирующим агентом, 
не может улучшать результаты, не нссет риска лля здоровья иди пе противоречит духу спор- 
тивных состязаний. 

Основные классы лопинговых срелств включают широкий набор веисств. Среди них особое 
место занимают стимуляторы. иаркотики. анаболические стероилы. гормональные средства и 
ряд пругих групп. Несмотря на исключительно активную борьбу с применением донингов, ко- 
торую ведет МОК уже болсе 40 лет. проблема использования запрещенных вешеств и пропелур 
в спорге не решена и с кажлым годом приобретает все больную острову. 

Запрешенные метолы допинга охватывают различные варианты кровяного допинга, а также 
все физические, химические. фармакологичсскис мапипуляции, которые искажают показатели 
анализов мочи: катетеризацию, замену мочи. подлелку или полавление почечных выделений 
и др. В огношении ряла веществ имеются ограничения, т.е, они запрещены в определенных 
условиях. в отдельных видах спорта. Это касастся местных анестетиков. глюкортикостероилов. 
В-алрсноблокаторов, алкоголя. 

В соревиовательных условиях проволят анализы на все перечисленные выше группы вс- 
ществ и метолы. В тренировочных условиях исследования проводятся в ограниченном виде и 
с учетом требоваиий межлународных спортивных фелераний. 

Обычно в этот период в организме спортсмена устанавливают наличие анаболических аген- 
гов, диуретиков. пептидных гормопон, их миметиков и или аналогов, а также определяют воз- 
можные (запрещенные) методы их применения. 

В табл. 9-2 представлены основные классы допингов. 


'Габаниа 9-2. Основные классы дошигов 


Доннигн Фармакологнческое действие Примечание 

Стимуляторы Оказывают стимулирукмисс воздейс- Послс ирписмз высоких доз возможны 
твие на пентральпую периную сис- психические расстройства. галлюпинацин. 
зему (ЦНС). способствуют интеи- Постепенно разпиваетси тяжелая форма 
сивному использованию эндогспиых психической зависимости. Побочные 
энергетических ресурсов организма. эффекты. аналогичиые эффектам норал- 
повышают выносливость к работе, реналипа: сужение кровеносных сосудов. 
требукиней большого потребдепия новышение артериального давления с 
кислорола. Эффект ивлястся л03031- выражениым потоотделением. возможен 
висимым тепловой улар. Стимулируют диурез. что 

может привести к обезвоживанию орға- 
низма. Возможен летальный исхоя 

Наркотические Увеличивают толерантность к боле- Самый тяжелый острый побочиый 

апалгегики вым ошушениям. способствуют повы- эффект при перстозировке — паралич 
зиснию спортивной работоспособиос- оргапов дыхания. Применение приводит 
ти за счет прололжения выполнения к появлению наркотической зависимости 
физической нагрузки за пределами 
естествеипого ограничения 

Аизболическис Ускоряюг процессы спитеза бел- Вызывают заболевания серлечно-сосудис- 

средства ка. Увелнчияают толерантносиь к гой, энчокринной. гепагоцеллюлярной, 


болевым ошушениям. Способствуют 
попышению спортивной работоспо- 
собности 


мочеполовой систем. серьезные нарушсе- 
ния психики. физическую и психическую 
зависимость 
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В,-Алреномиметики 


Диуретики 


Маскируюшие 
вешества (диуретн- 
ки, эпитестостерон, 
пробепециа и илаз- 
мозаменители типа 
гсмодеза) 


Стимулируют В.-алренорецепторы. 
Проявляют выраженное анаболи- 
ческое действие (без анлрогенного). 
Усиливают способность мыши к 
сокращению 


Способствуют выведению мочи и 
уменьшению содержания жилкости 
в организме, ис повышая работосно- 
собности. Способстпуют быстрому 
спижснию массы тела 


Панилные гормоны Повышают выработку тестостерона, 


Кровяной лопиш 
(гсмотраисфузня) 


В-Алрспоблокаторы 


Стимуляторы 


Спосабствуют росту скелета, повы- 
щению массы тела 


Способствует интенсивному исиоль- 


зованию эилогсиных энергстичес- 
ких ресурсов организма. повышает 
выносливость к работе. требующей 
болышого потребления кислорода 


Подавляют процессы возбуждения 


Окончание таба. 9-2 


Побочные эффекты — тахикардия. при- 
ступы стенокардии. аритмии. Побочные 
эффекты при использоваиии больших 
дозах малоизучены 


Часто применяют спортсмены. спепиали- 
зирующиеся в различных видах борьбы. 
художественной и спортивной гимнас- 
тики. В отдельных случаях используют 
лая выведения занрешениых препаратов 
с целью затрузиения лопииг-коитроля. 
При длительном систематическом ис- 
пользовании или применении болыних 
лоз усиленно пыволятся эссенималыные 
микроэчементы (см. ил. 8.5). Способслву- 
ют развитию остеопороза 


Выводят запрешенные вешества. норма- 
анзуют соотношение тестостерон/эиитес- 
тостерон, затрулняют установления факта 
применения анаболических стероидов. 
Побочные эффекты: раздражение слизис- 
той оболочки пищеварительного тракта 
(пробсненид). кожные аллергичсскис 
рсакции, образование камисй в почках, 
потеря массы тела, обезвоживание орга- 
низма н лр. 


Используют как анаболики. 

Повышают работоспособносль и вынос- 
ливость. особенно при значительной 
затратс кислорода. Побочные эффекты: 
сахарный диабет, гииерфуикция шито- 
видной железы. тяжелая гипогдикемия. 
увеличение вязкости крови. сераечно-со- 
сулистые заболевания, ишемия сосудов 
головного мозга 


Возможио инфицирование организма 
и/или эмболия сосулов (за счст попада- 
ния воздуха в кровяное русло) 


Снижаки тремор. частоту серлетных со- 
кращений. Часто используют спортсмены. 
занимающиеся стрельбой из пистолета, 
лука и лругими вилами спорта 


В 2006 г. ВАДА запрещены к применснию следующие стимуляторы, включая, где уместно, 
также их оптические О- и .-изомеры: 
Адрафинил, адреналин*. амфепрамон. амифеназол, амфетамин, амфетаминил, бензфета- 
мин, бромантан, карфелон, катин*®, клобензорекс, кокаин. кропропамил. кротетамид, цикла- 


* Как местнос обсзболинаюшес или при местном ирименении (например, назальном, офтальмоло нческом) не запрешсн. 


%% Запрешеи. ссли его концентрация в моче превышает 5 мкг в | мл. 
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золон, димегиламфетамии. эфелрин*. этамиваи. этиламфетамин. этилэфрии, фампрофазон, 
Фенбутразат, фенкамфамин. фенкамин. фенстиялии, фенфлурамин. феппропорске, рурфено- 
рекс. гептамннол. изометептен, левмегамфетамин. меклофеноксат, мефенорекс, мефентермин, 
мезокарб, метамфетамин (0), метиленлиоксиамфетамин. мстилсидиоксиметамфетамин, р-ме- 
тиламфегамин. метихэфелрин“, мегилфеинлат, модафинил, никетамид, норфеиефрии, норфен- 
флурамии. октонамин. ортетамии, оксилофрин. парагилроксиамфетамин, псмолин. пентетра- 
зол. фенлимстразин. фенметразин. фенирометамии, фензермин. пролинтан, пропилгекселрин, 
селегилин. сибуграмин, стрихнии и другие вешества с подобной химической структурой или 
подобным биологическим эффектом“* (см. электронное приложение). 

Эти вещества активизируют серлечно-сосулистую и лыхательную системы. что проявляется 
в увеличении серлечного выброса, расширении бронхов. повышении артериального лавления. 
Препараты снимают чувство усталости, неуверениости в своих силах. улучшают все вилы иси- 
хической и моторной деятельности. 

Кафеин — алкалоид. который является основным лействуюшим вешсством листьев чая. зе- 
рен кофе, орехов кола. бобов какао и продукта их переработки — шоколала (см. гл. 7). Кофеин 
содержится в лекарственных препаратах, например пенгалгине. каффетине, питрамоне, а так- 
же в широко распространившихся в последисе время энергстических безалкогольных напитках 
{солержание кофсина в олной банке напитка может доходнть до 100 мг и балес. что ирсвышаст 
сго суточную лозу). Медииинская комиссия МОК в определенных границах (15 мг кофсина на 
1 л жидкости в организме) лопускаст применение кофсина. что соответствует тераиевтической 
лозе. Иеслеловаиня показывают. что применение 3—6 мг кофеина на | кг массы тела за 1 ч до 
нагрузки ириволит к повышению работоспособности и не превышает лопинговый порог. 

Кофеин в умеренных дозах не онасеп для злоронья человека. Это вещество стимулиру- 
ет образование энергии во время напряженной физической работы, сократительную способ- 
ность мышечных волокон. легочную вентиляцию за счет увеличения просиета бронхов. сер- 
дечный выброс м периферическое кровоснабжение, эффектинность использования глюкозы, 
повышение содержания в крови своболных жирных кислот и их использование в качестве 
источника энергии. что особенно важно. поскольку прелотврашает расход запасов гликогена 
Употребление кофеина заметно повьлиает работоспособность чсловска. 

Установлено. что воздержание от приема кофеина в течение 5—7 лней способствует уси- 
лению резкции организма на его послелуюшее применение, что прояяляется в болсе сушест- 
венном влиянии кофеина на повынггние уровня и мобизизацию свободных жирных кислот в 
крови. В то же время высокоуглеволния диета. которая часто используется перед соревнования- 
ми. может снизить эдирект применения кофсниа. поскольку стимулирует выделение инсулини. 
угнетающего мобилизацию свободных жирных кислот. 

Избыточное потребление кофсииа имсет нсирнятные послелствия. особенно при длитель- 
ной работе в условиях жары. Обусловлено это тем. что кофеин обладает диуретичсскими свойс- 
твами. стимулирует тсплопролукцию, что можст негативно сказаться на терморсгулянни. 

Длительное употребление кофенна или прсиаратов с высоким его содержанием можег ири- 
вести к зависимоети и тяжелым последствиям. Чифиризм — злоупотребление концентрирован- 
ным иастоем чая. Чифирь относится к стимуляторам. солержит кофеии. теофиллии. тсобро- 
мин, лубильные венества, эфирные масла, аминокислоты, пызьваст наркотическое опьянение. 
Посделнее характеризуется блеском глаз. покрасиением лица, шаткостью походки. широкими 
и размашистыми лвижениями. лвигательным возбужлеинсм, суетливостью. мпогословиостью. 
навязчиностью и назойливостью в общении. Длительное употребление чифира изменяет пси- 
хику челонека и может вызвать делирий (галлюцииаторное помрачение сознания с преоблала- 
нием зрительных иллюзий, сопровождаемых бредом и двигательным возбуждением). В насто- 
яшее время кофеин включен в Программу мониторинга спортсменов ВАДА. 

Другой стимулятор растительного происхождения, широко применяншийся ранее в спорте, — 
алкалоид кокаин. содержашийся в листьях кокаипового куста (см. гл. 7). Наркотическое вешес- 
тво кокаии может стать причиной смерти от инфаркта миокарла или кровоизлияния в мозг. 


* Заппешены, есян концентрация в моче превышает 10 ыкги 1 ма 
** Вешества, включенные в Программу мониторинга 200 г. (бупроинон. кофеин. фкчгилэфрин, фенилпропанаиамин. 
пипрадол, неенакирелуии. синофрин) не запретены 
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При определенной дозе стимулирующими свойствами облалает алкалоид чилибухи (рвотно- 
го ореха, Эусйло$ пих-уотіса Е.) стрихнин. В медицине сго препараты применяют лля лечения 
послелствий лвигательных параличей и парезов в восстановительном периоде, при явлениях 
обшей мышечной слабости. быстрой утомляемости. атонии кишечника. половой слабости, не- 
которых формах энуреза, заболеваниях. характеризующихся понижением процессов обмена. 

К наиболее эффективно воздействующим стимуляторам относятся производные фенил- 
этиламинов (см. гл. 7) — фенамин (амфетамин). меридил. силнокарб и др. Их стимулирующее 
действие в значительной мере связано с влиянием на стволовую часть мозга. В условиях ос- 
трого воздействия они быстро изменяют функциональные показатели деятельности головно- 
го мозга (акгивизируют биоэлектрическую активность мозга. изменяют условные рефлексы и 
др.). повышают выпосливость к физической работе. Наиболее активными из этих препаратов 
являются метамфетамин и фенамин (амфетамин). Производные фенилэтиламинов снижаюг 
утомляемость. улучшают координанию движений, повышают силовые возможности и вынос- 
ливость. Под влиянисм эгих препаратов возрастают результаты во многих видах спорта. 

Повышение функциональных возможностей спортсменов под влиянием стимуляторов мо- 
жет привести к серьезным заболеваниям сердца. псчени, почек. нарушению терморегуляции 
организма и лаже смерти. Увеличение дозы очень популярного допинга фенамииа и его про- 
изводных часто приволит к гипертоническому кризу и кровоизлиянию в мозг, возникновению 
аритмии. что может стать причиной внезапной смерти. Прием этих пренаратов сопровожлается 
увеличением скорости метаболических пропессов и значигельным выделением тепла, что может 
вызвать тепловой улар. Возможны также смергельные исхолы вследствие серлечно-сосудистого 
шока. Спепиалисты проанализировали причины многочисленных смертельных случаев от сер- 
дечно-сосудистых заболеваиий в результате примсисния фенамина и сго произволных. При- 
чинами трагических нсхолов стали развивающаяся гипертрофическая кардиомиопатия, разрыв 
аорты. пролабироваиие митрального клапана и др. Велико отрицательное влияние фенамина 
и его произволных и на психику; у 90% спортсменов. потребляющих в день 300 мг препарата. 
иаблюдаются слуховыс галлюцинации, у 33% — психические реакции с параноидальным бре- 
дом, которые часто остаются и после прекращения ирисма препарата. 

Первоначально в качестве стимуляторов использовались стрихнин, кокаин, фенамин и сго 
производные. Когда МОК ввел запрет на применение этих стимуляторов. в практику были 
внедрены такие мощные стимуляторы. но ужс используемые в больших дозах. как эфедрин. 
псевдоэфедрин, кофеини и др. 

Широко распространен в спорте эфедрин — активный ингредиснт кустарника эфсдры. сти- 
мулируюший ЦИС (см. гл. 7). Эфелрин примсняезся при лечении ринита и бронхиальной аст- 
мы. В спорте эфедрии как лопинг используется в вилах, требуюших выносливости, что обуслов- 
лено его способностью увеличивать систоличсский объем и сердечный выброс, объем лыхания. 
ускорять обменные пропессы в скелетных мынщах, снижать массу тела за счет потери жира. 
Эфенрин опасен для здоровья спортсмена, особенно в больших дозах: он повышает артериальное 
давление, парушаст серлечиый ритм. может вызвать бессониицу. головные боли, нервозность, 
тремор. а в отдельных случаях приводит к инфаркту. инсульту и даже смерти. Вредные эффекты 
эфедрина существенно увеличиваются. если применять его в сочетании с кофеином. 

К классу стимуляторов огнесен бромантап — препараг. разработапный в СССР (Ленинград- 
ская военно-медицинская академия им. С.М. Кирова) лля потребностей армии. В 90-х годах 
этот препарат получил широкое распространение в российском спорге. так как отсутствовал 
в списке запрешенных к применению веществ. На Олимпийских играх 2000 г. в Силнее прел- 
принимались понытки дисквалификации российских спортсменов за применение бромантана. 
которые были отвергнуты как безосновательные. Олнако после этого бромантан был запрещен 
и как стимулятор, и как маскирующий агент. 

Броманчан являстся актопротектором и сочетает свойства мягкого психостимулятора и ак- 
топротектора, замелляет развитие нервно-психического и физического утомления. ускоряет 
восстановление работоспособности, особенно при леятельности в осложненных условиях (ги- 
пертермия. гипоксия). Толсрантность к лействию прснарата пе выражена, после прекрашения 
его длительного курсового приема не возникает синдрома отмены. В отличие от других пси- 
хостимуляторов. нс вызывает эйфорию, следовательио. говорить о том, что применение этого 
препарата способно нанести вред здоровью спортсменов, нет оснований. 
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Многие стимулирующие вещества. в первую очередь кофеин. активизируют дсятельность 
симпатической нервной системы. в связи с чем они получили название симпатомиметиков. 

От стимуляторов следует отличать психоэнергизаторы. Несмотря на опрелеленную схожесть 
звучания, эти термины означают разные фармакологические группы вешеств. Психознергиза- 
торы относительно нелавно вошли в клиническую практику. К ним относятся лекарственные 
вешества. основным эффектом которых являются восстановление и нормализация клеточного 
метаболизма, нарушенного в результате патологического состояния. Следствием ириема пси- 
хоэнергизаторон является повышение физической рабоижпособности. К исихоэнергизаторам 
относятся гептаминол (метаболит. встречаюшийся в нервных клетках, клстках миокарда и по- 
перечно-полосатых мын); диметиламиноэтанол (деанол). являклинйся предшественником 
ацетилхолина в ЦНС; нанклар — фосфорный эфир лимстнламиноэтанола, являющийся одним 
из промежуточных продуктов в синтезе фосфолипидов мозга; ацсфен — комплекс лиметила- 
мипноэтанола с п-хлорофеноксиуксусной кислотой, которая родственна растительнюму гормону 
роста; мефексамид, относяшийся, как и апефен, к группе ауксинов; эуклилан — производное 
никотиновой кислоты; актебрал и тонибрал — производные янтарной кислоты (по мнению 
ряда исследователей, аисфеи и мефексамил ближе примыкают к арусе ноогропных средств). 

Ряд эксиериментальных и клинических наблюлений свидетельствуют о целесообразности 
использования психоэнергизаторов в качестве средств повышення физической работоспо- 
собности. в том числе и у спортсменов высокой квалификации. Из исихоэнергизаторов за- 
прещенным веществом является гептаминол (сго отиесли к стимуляторам). О запрете других 
психоэнергизаторов в споргивной практике ланные отсутствуюг. Поскольку большинство иси- 
хоэнергизаторов являются производными мстаболитов эндогениых веществ или самими ме- 
таболитамн. разработка критериев их применения (или неприменения) в качестве допинга в 
настоящее время достаточно проблематична. Тонибрал — наиболее используемый препараг 
этон груииы в процессе подготовки спортсменов. 


Наркотические аналгетики 


Наркотические аналгетики — лекарственные средства природного. полусинтетического и 
снителического происхождения, которые имеют выраженный болсутоляющий эффект с пре- 
имушествениым влиянием на ЦНС. а также вызынаюг психическую и физическую зависимость 
(см. гл. 7). Наркотические аналгетики примсияют только в тех случаях. когда ненаркотическис 
аналгетики псэффективны. Запрешенными к использованию в спорте являются все сильные 
наркотические препараты (бупренорфин, лекстроморамил. героин, металон, морфин. пентазо- 
пин, пегидин н близкие к ним вещества). Разрешается исиользовать кодеин. дексуроиропок- 
сифен. дскстромсторфан. дифеноксилат, дигилрокодсин. фолкодии. пропоксифен и трамалоз. 
Они намиого слабее. чем морфин. и реже вызывают привыкание. их применяют лля снятия 
сильных болевых ошупений у спортсменов. Если запрет на использование таких веществ, как 
героип. является абсолютно опранданиым. то по поводу морфина можно дискутировать. Это 
связано с тем, что героин очень часто вызывает наркотическую зависимость уже после пер- 
вой инъекции: морфин после разовой инъекции зависимости не вызыпаст, и его применеинс 
(а также применение близких по действию к пему препаратов). вероятно, могло бы быть оп- 
равланиым в елиничных случаях при тяжелейшей травме у спортсмена. 

ВАЛА запрешены к использованию спортсменами слелующие наркотические вощества (см. гл. 7): 
« бупрепорфии. декстроморамил. днаморфии (героин). фентанил и сго производные. гидро- 

морфон. метадон. морфин, оксиколон. оксиморфон, иентазоцин. петилин; 
» каннабипоцлы (гаши, марихуана). 


Анаболические стероиды 


Если стимуляторы имеют давнюю историю применения в спорге. то апдрогенные анаболи- 
ческие стероиды (произволные мужского полового гормона тестостерона — наиболее распро- 
страиснный в спортивной практике класс препаратов) активно используюгся лишь в течение 
послелиих 3 десятилетий. 

Ниже приведены контролируемые анаболики (Список запрешенных вешеств, ВАДА, 2007 г.). 

1. Экзогенные вещества. которые обычно не могут быть выработаны организмом в естес- 
твенных условиях: |-инлростенлиол (5с-анлрост-1-ен-3В.17В-лиол). 1-андростендион (5а-аи- 
прост-1-ен-3.17-лион). боланлиол (19-норанлростсилиол). боластерон. болленон. боллион 
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(анлроста-1.4-диен-3.17-лион), калустерон, клостебол, даназол |17а-этинил-17В-гилроксиан- 
лрост-4-спо(2.3-А)изоксазол|. дегидрохлорметилтестостерон (4-хлоро-17В-гилрокси-170-ме- 
тиланлдроста-1.4-лиен-3-он). дезоксимегилгестостерои (17а-метил-за-анлрост-2-ен-17В-ол)., 
дростанолон, этилэстренол (19-нор-17а-прегн-4-ен-17-ол), флуоксиместерон. формеболон. 
фуразабол |17В-гидрокси-17а-метил-5а-андростано{(2.3-с)-фуразан]|, тестринон, 4-гидрокси- 
тестостерон (4.17В-лигнпроксианарост-4-сн-3-он), местанолон. местеролон. метенолон, ме- 
тандиснон (17В-гизрокси-17а-метиланлроста-1.4-лиен-3-он). метанлриол. метастерон (20. 
17о-диметил-5а-андростан-3-он-17В-оя). метиллиеполон (17В-гилрокси- 170-мстилэстра-4.9- 
диен-3-он), метил-1-тестостерон (17В-гилрокси-170-метил-50-андрост- 1-ен-3-он). метилнор- 
тестостерон (17В-гилроксн-17а-метияэстр-4-ен-3-он). метилгриснолон (17В-гилрокси-170-мс- 
тилэстра-4,9.11-трисн-3-он), мстилтестостерон, миболерон. нанлролон, 19-норандростенлион 
(эстр-4-ен-3.17-дион). норболетон. норклостебол. норэтанлролон. оксаболон. оксанаролон, 
оксиместерон. оксиметолон. простанозол [(3.2-с)пиразол-5а-этиозллохолан-17В-тетрагилро- 
пираноя]. квинболон. станозолол. стенболон. 1-тестостерон (17В-гилрокси-50-аплрост-|-ен- 
3-он), тетрагидрогестринон (180-гомо-прегна-4.9,11-триси-17В-ол-3-он), тренболон и аругис 
вешества с полобной химической структурой или подобным биологическим эффектом(ами). 

2. Энлогенныс вещества, которыс могут вырабатываться организмом в естественных ус- 
ловиях: андростенлиол (анлрост-5-ен-3В.17В-лиол), анлростенлион (андрост-4-еи-3,17-лион). 
дигилротестосгерон (17В-гилрокси-5о-анлростан-3-он). прастерон (легидроэннанлростерон, 
ДГЭА). тестостерон и следуюшие метаболиты и изомеры: За-аилростаи-30,17-лиол, 50-аи- 
простан-3о.17В-лиол. 50-янлростан-3В,170-диол, За-анлростан-ЗВ.17В-диол, андрост-4-ен- 
Зо 17а-диол, андрост-4-ен-3За,17В-диол, анлрост-4-ен-3В.170-лиол. анлрост-5-ен-3о. 170-диоя. 
анлрост-5-ен-3а.17В-лиол. анлрост-5-ен-3В.17о-лиол. 4-андростеидиол (анлрост-4-сп-3В.17В- 
диол), 5-анлростендион (анарост-5-ен-3.17-лион). эпилигидротестостерон. Зо-гилрокси-5о-ан- 
дростан- 17-ои. ЗВ-гидрокси-5о-апдростан-17-он. 19-норанлростерон, 9-норэтиохолаполоп. 

3. Другие анаболические срепства, имеющие в своем составе кленбутерол, тиболон. зеранол. 
зилнатерол. 


В 1939 г. Ружичка и Бутан была присуждена Нобелевская премия за получение синтетичес- 
кого тестостерона из холестерина. С этого времени началась эпоха аплрогенов. 

В современной спортивной практике для стимулирования анаболических процессов ши- 
роко применяются различные синтетические препараты, близкие по химической структуре 
и эффекту к лестостерону, однако не вырабатываемые организмом человека. — станозолол. 
мстилтестостерон и др. 

Возлействис анаболических стероилов идситично воздействию тестостерона и проявляет- 
ся анаболическими (изменение структуры и объема мышечной ткани) и андрогенными (рост 
волос по мужскому типу. ускорению процесса полового созревания, огрублению голоса и др.) 
изменениями. 

На рис. 9-1. приведена схема возможных 

19-Нор-метил центров замешения в молекуле тестостерона. 

используя которые получают анаболические 
стероиды. 

Ацлрогепные анаболические стероиды ши- 
роко используются в клинической практике. 
Фармаисвтической промышленностью вы- 
пускаются различные препараты этого класса, 
прелназначенные для орального или инъек- 
пионного применения. Болышое количество 
анаболиков выпускается и для цслей ветери- 
нарии. 

Использование анаболнческих стероилов 

44 Хлор на фоне интенсивной тренировочной работы 

оказывает существенное воздействие на орга- 

Рис. 9-1. Центры замещения в молекуле тестостс- низм спортсмена. В настоящее время нако- 
рона. пняось достаточно материалов. позволяющих 
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опенить влияние этих препаратов на изменение морфофункииональных возможностей спорт- 
сменов, нх результаты. состояние здоровья. Обшепризнано, что применение анаболических 
стероидов в сочетании с интенсивным белковым рапиопном и папряженной работой скоро- 
стно-силового характера приволит к большому увеличению массы тела за счет роста мышечной 
массы при одновременном уменьшении массы жира. У жениизн тестостерона вырабатывается 
в 10 раз меньше, чем у мужчин. В женском организме тестостерон частично трансформируется 
н женские половые гормоны — эстрогены. Поэтому женшины болсе восприимчивы к анаболи- 
ческим стеронлам и эффект от их применения отмечается при значительно меньших лозах по 
сравнению с мужчинами. 

При:нипиальным моментом возлействия анаболических стероилов на мышечную ткань 
является то. что увеличение мышечной мяссы при воздействии анаболических стероилов, ра- 
ниональной белковой диете и спепизлыюй силовой тренировке составляет в среднем 5% за 
6 ислель и не сопровождается увеличением массы жира. Прекрашение приема анаболичес- 
ких стероидов лаже при нигенсивном белкопом питании и постоянных физических иагрузках 
снижает мышечную массу п силовые возможности спортсменов. И хотя эта зависимость не 
носит чинейного характера. достигнутый во время тренировок успсх ис удастся сохранить в 
достаточной мере ло момента состязаний даже за счет увеличения физической нагрузки. Часто 
возникает зависимость спортивпого результата от регулярного приема анаболических стеро- 
илов. У хорошо подготовленных спортсменов с развитой мускулатурой процесс реалантации 
происходит бысгрее по сравнению с липами со слабой мускулатурой. 

Повышение уровня кортизола, отмечаемос у спортсменов высокого класса в псриод наибо- 
лее папряжснной полготовки. снижает содержание гликогена в мышиах и усиливает расшен- 
ление белков. Применение тестостерона противодействуст этому. Соотношение содержания 
тестостерона и кортизола в организме определяет направление метаболических процессов в 
мышнах — синтез или распал белков. Во многом этим обусловлено широкое распространение 
стероилных препаратов в качесгве допинга. 

Принято считать. что стероняы эффектииины для профилактики и лечения перенапряжения 
функниональных систем. несущих основную нагрузку в вилах спорта, требующих высокой вы- 
носливости (тяжелая н легкая атлетика, гребля. велосипедный спорт. различные виды борьбы. 
плавание, конькобежный спорг и лр.). В этих вилах спорта улучшение результатов вслелствие 
интенсивного прнменсиия спортсменами апаболиков особенно заметно: без анаболических 
стероидов супертяжеловесы могут показать в толчке 200—235 кг. а применение препаратов 
может увеличить результат по 265—270 кг. 

Широко распространено мнение. что ссли не исе. то полавлякицее болылинство сеғолнян! - 
пих мировых рекорлои в тяжелой и легкой атлетике ме было бы установлено без применения 
анаболических стероидов. Косвенным полтверждением этому является факт. что болыцинство 
мировых рекордов в легкой аглетике, например прыжках или метапии копья, лиска, как у муж- 
чин. так и у женщин было зарегистрировано 10—20 лет назад, т.е. в то время, когла система 
контроля за применением апаболичсских стероилов отсутствовала или была иссовершенна. 
В настоящее время количество положительных рсакций на тесгостерой при допинг-контроле 
нахолится в прямой зависимости от вила спорта: наибольшее количестно случаев применения 
тестостерона обпаружнвастся в тяжелой атлстикс. мстанни и прыжках. 

В послелние годы достоверно установлено отрицательное влияние злоупотребления анабо- 
лическими стерондами на зпоровьс спортсмена. Почти все стероилы. потребляемые орально. 
приволят к нарушению функций печени. Диапазон этих нарушений весьма нирок — от прак- 
тически бессимптомных. о наличии которых можно судить только по повышению в плазме 
кропи активности спенифичсских фермситов печени, до таких тяжелых. приволяших к смерти 
заболеваний. как рак печени и печеночное кровотечение. Регулярное применение знаболичес- 
ких стероилов значительно повышает вероятность ишемической болезни серлца в относитель- 
но молодом возрасте. так как приволит к повышению артериального лавления и снижению 
сопержания липопротеинов высокой плотпости. Установлено. что у спортсменов, применяю- 
ших анаболические стероиды. кониентраиня линопротеинов высокой плотности снижается в 
срелием на 20% и более. в то время как снижение се на 10% повышает вероятность коронарных 
заболевании на 25%. 
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Избыточное применение анаболических стероилов. характерное лля современного спорта. 
приводит к: 

ә изменениям метаболизма соелинительной ткани и снижению прочности сухожилий и свя- 
зок. увеличению риска их разрывов: 

структурно-функпиональным изменениям костной ткани, чю чревато переломами; 
подавлению функции иммунной системы; 

развитию онкологических заболсваний. в частности рака печени и предстапельной железы; 
нарушению психического состояния (агрессивность и излишняя импульсивность); 
нарушению (у молодых спортсменов) роста эпифизарных хряшей. преждевременному фор- 
мированию скелета, замедлению роста тода; 

® парушению репролуктивиой функпин (часто необратимого характера). 

У мужчин применение анаболиков подавляет естественное производство тестостерона в ор- 
ганизме со всеми вытекающими отсюда последствиями: дистрофией половых желез, импо- 
генцией, измененнем по женскому типу, например увеличением грудных желез. У женшин 
прекрашаегся менструальный цикл. грубест голос. появляются волосы на коже лина и др. 

Наиболее опасным является бесконтрольный прием этих препаратов в больших дозах. что рас- 
пространено в спорге высших достижений. Нередко спортсмены. приобретая анаболические сте- 
роилы, пользуются услугами «черного» рынка, что может привести к трагическим послелствиям. 

Терапевтическая лоза при пероральном приеме {5—10 мг/сут) нерелко превышается в де- 
сятки и даже сотни раз — 300—2000 мг/сут. Проблема усугубляется тем. что применение апа- 
болических стероилов обычно сопровожластся использованием других сильнолействуюших 
препаратов для сокрытия слелов применения или прелупрежления нежелательных эффектов. 
Небольшие лозы анаболических стероилов спижаюг естествсиное производство тестостерона. 
нанося вред организму. и при этом не дают ожидаемого спортсменом результата. Выраженный 
эффект проявлястся голько при приеме больших доз препаратов. 


В,-Адреномиметики 


МОК относит к анаболичсским вешсствам и В,-алпреномимстики (кленбутерол, сальбути- 
мол, сальметерол, тербутамин и др.). включая их О- и -изомеры. Все они запрещены ВАДА. 

Эти препараты обладают апаболическим (без анлрогенного) эффектом, в клиинческой прак- 
тике используются для купирования приступов астмы перорально и в виде инъскций. 

О механизме анаболического действия этих препаратов известно мало. Предполагают, что 
в механизм их действия вовлечены гормопы шитовидиой железы. Эти препараты усиливают 
способность мышцы к сокращению и оказывают сильное антикатаболическое действие. Из 
всех препаратов группы В,-апреномимстиков наибольшее применение в спортивной практике, 
особенио в бодибилдинге. иашел кленбутерол. 

Применение некоторых препаратов этой группы в виде ипгаляпий разрешено МОК при 
предварительном уведомлении антидопинговых служб. Однако грань между разрешениым и 
запрещенным очень неопределенна, методы коитроля несовершенны, многие спортсмены пре- 
доставляют сомнительные заключения и документы о заболеваниях астмой и необходимости 
применять эти препараты. Избыточное применение В,-алреномиметиков может отрипательно 
повлиять па злоровье и вызвать гипертензию, головные боли, нервозность, тремор. нарушение 
координации движений. 


Кровяной допинг 


В последние десятилетия в спорте получил широкое расиростраиспие так пазываемый кро- 
вяной допинг. или кровяная поддержка, кровяная загрузка. инлупируемая эритропитемия. 

Установлено. что забор у спортсмена порций крови (около 400 мл) с их последующим введе- 
нием в организм через 3—4 недели или болес приводит к увсличению максимального нотребле- 
ния кислорола на 8— 10%, Кровяной допинг может быгь достигнут разными метолами, одним 
из которых является гомологическая трапсфузия — получение от донора крови с исобходимы- 
ми лля се персливания характеристиками. Второй метол называется зутогемотрансфузией, при 
котором спортсмену вводят его же собственную кровь (см. электронное приложение). 

За месяц количество эритроцитов в организме восстапавливастся до нормальпоғо. Для со- 
хранення эритропитов огобранной крови нх осаждают центрифугированием. отделяют от плаз- 
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мы и замораживают. Впослелстнии размораживают и смешивают с солевым раствором для 
ускорения трансфузии. При введении крови ее общее количество в организме спортсмена воз- 
растаст. что вызывает повышение артериального данления и как следствие выведение почками 
волы из плазмы, однако при этом эритроциты остаются в кровяном русле, а их количество 
в крови возрастает. С увеличением концентрации эритроцитов и. соответственно, концентра- 
ний гемоглобина, возрасгает способность крови лоставлять к работаюшим мышиам большее 
количество кислорода (см. гл. 2.4.3). 

Повышение уровня гемоглобина и улучшєиие транспорта кислорола под влиянием кровя- 
ного допинга, несомненно, способствуют повышению выносливости при работе аэробного ха- 
рактера. Следует также отметить. что кровяной допинг снимает отрипательное влияние срелне- 
горья и высокогорья па максимальное потребление кислорода и выносливость спортсменов, 

Особенно высока результативность кровяного лопинга в лыжных гонках. беге на ллипные 
дистанции. Имеются данные. что успех велогонишков США. которым переливали донорскую 
кровь, на Олимпийских играх в Лос-Анлжелсесе в значительной степени был обусловлен при- 
менением этого способа стимуляции выносливости. 

В настоящее время лостаточно хорошо отработана методика применения кровяного допинга. 
Специалисты считают, что использование донорской крови связано с опрелеленным риском. так 
как. несмотря на тшательный подбор крови по группам. некоторые лица (3—4%) отрипательно 
реагируют на переливание крови в связи с разрушением трапсфузированных эритроцитов. Не ис- 
ключаются также случаи возникновения инфекнионных заболеваний. Избежать этих отрицатель- 
пых влияний позволяют забор. хранение и послелующее введение спортсмену собственной крови 
(аутогемотрансфузия), что широко используется в спортивной практике. На протяжении ряда лет 
этот мстол был практически легальным средством повышення работоспособности спортсменов. я 
многие спортивные побслы и рекорлы были результатом применсиня кровяного допиига. 

После ввеления в 1987 г. МОК запрета на примснение кровяного допинга эта проблема сто- 
ит особенно остро, поскольку надежного способа сго обиаружсиия не разработано. Попытки 
выявить применение кровяного лопинга но излишне высокому уровню гемоглобина к успеху 
ис приводят, так как высокий уровень гемоглобина может быть обусловлен генетическими 
особенностями организма спортсмена. методами тренировки. подготовкой в условиях высоко- 
горья. Некоторые другие предлагаемые способы также нельзя признать лостаточно эффектив- 
ными. Ситуация обостряется еше и тем. что в спорте получили распространение официально 
разрешенные в медицине гормональные срелства, способствующие повышению уровпя гемо- 
глобина и применяемые при лечении анемии. В частности, в качестве такого срелства особое 
распространение получил эритропоэтин (ем. ниже). 


Гормоны и гормоноподобные вещества. 


ВАДА запрещены слелующие вещества и высвобождающие их факторы, включая вешества 

с полобной химической структурой или попобным биологическим эффектом: 

ә эритропоэтин: 

• гормон роста, инсулиноподобные факторы роста — ИФР (например. ИФР-І). механичес- 
кие факторы роста (МФР): 

» гонадотропины (лютеипизирующий гормон. хорионический гонадотропин человека), за- 
прешенные только для мужчин; 

инсулин; 

кортикотропины. 

Отнесенис пептидных гормонов к лопинговым препаратам преследует в первую очередь 
профилактическую цель — предостеречь спортсменов от примсисния этих препаратов из-за 
серьезных побочных эффектов. 

Эритропоэтин является естественным гормоном, вырабатывасмым почками. который стиму- 
лируст воспроизводство эритроцитов в организме. Активизируя образование красных кровяных 
телеи. он повышает способность организма доставлять кислород через кровоток к мышиам. Ана- 
лог человеческого эритропоэтина, синтетическая версия этого гормона. используется в мелици- 
не для лечения анемии или почечной недостаточности. Стимулирование рекомбинантом челове- 
ческого эритропоэтина кислоролнесушей способности крови позволяет использовать кровяной 
допинг спортсменам, стремящимся получить преимущество в вилах спорта на выпосливость. 
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Применение этого препарата в течение 7 недель способно повысить выносливость на 10%. чрез- 
мерные дозы эритропоэтина могут привссти к опасному лля злоровья повышению гсматокрита 
и угрозе не только для здоровья. но и для жизни. У спортсменов. принимающих эритропоэтин, 
могут возникать гипертензия, тромбоз сосулов., нарушение леятельности сердца. 

Болес 10 лет (1980—90-с голы) эригропоэтин для многих спортсменов был эффективным 
средством повышения результатов. В то время многочисленные рекорлы на Олимпийских иг- 
рах н чемпионатах мира были поставлены именно благодаря использованию эритропоэтина. 

Признание эритропоэтина допингом и запрет на сто применснис в 2000 г. проблемы не 
сняли — появились препараты аналогичного действия, но не запрещенные МОК. В частности, 
на смену эритропоэтину пришел аналогичный сму по характеру действия и сше более эффек- 
тивный препарат дарбепоэтин, появившийся в 2001 г. на американском рынке н молниеносно 
проникший в спорт высших достижений. Массовое применение дарбепоэтина па ХІХ зимних 
Олимпийских играх в 2002 г. в Солг-Лейк-Сити повлекло ряд скандалов и дисквалификаций. 

Следует отметить, что эритропоэтин и дарбепоэтин как синтетические препараты. стимули- 
рующие повышение кислородной смкости крови. более опасны для здоровья спортсменов по 
сравнению с вполие физиологичной процелурой аутогемонтрансфузии. 

Опасность для человека представляет применение гормона роста — соматотропного гормона 
(соматотропина) при отсутствии медицинских показаний. Интенсивное использование в спор- 
тивной практике этого вещества началось в 80-х годах ХХ века после запрета анаболических 
стероилов. Пентилный гормон соматотропин вырабатывается в передней доле гипофиза под 
контролем соматостатина и соматолиберина. Основные сго функции: стимуляция линейного 
роста. поллержание целостности тканей и уровия глюкозы в крови. лостаточного для функци- 
онирования головного мозга. Соматотропии имеет широкий спектр действия: 

• ускоряет синтез белка, задерживая в организме азот и фосфор и обеспечивая их положи- 

тельный баланс за счет снижения уровня мочевины; 

ускоряет рост костей и мягких тканей, лействуя через инсулиновые факторы роста; 

тормозит выведение натрия и калия с мочой; 

усиливает всасывание кальция в кишечнике; 

стимулирует расщепление жиров в жировой ткани и ускоряет поглощение жирных кислот 

из крови мышечной тканью и печснью (где они преобразуются в глюкозу); 

• препятствуст поглощению глюкозы тканями. оказывая влияние на уровень глюкозы крови, 
противоположное действию инсулина; 

• увсличивасг количество Т- лимфоцитов. 

Кроме того соматотропин ускоряет синтез других стимуляторов роста. прежде всего сома- 
томедиина. Уровень соматомедина в свою очередь влияет на секрецию соматогронного гормона 
гипофизом (эффект многократного усиления). Выделение соматотропина повышено при физиче- 
ской работе, во время глубокого сна, при гипогликемии и богатом белками пишевом рационе. 

В спортивной пракгике соматотропин применяется в схемах по набору сухой мышечиой 
массы с учетом выраженного анаболического и жиросжнгающего действия, а также для повы- 
шения эффективности энергообмена при физических нагрузках. В 1980-х годах в разных стра- 
нах предпринимались попытки использовать гормон роста в спорте для воспитания спортив- 
ных гигантов. Главным побочным действием применения этого препарата является развитие 
акромегалии. В последние десятилетия ХХ века ряд спортсменов стали жертвами бесконтроль- 
ного применения гормона роста. 

Гонадотронин хориотический человека часто используется мужчинами для стимуляции вы- 
работки тестостерона. кортикотропин — для увеличения уровня эндогенных глюкокоргикосте- 
роидов в крови, в основном для достижения эйфорического эффекта. 

Глюкокортикостероиды. Все глюкокортикосткроилы запрешепы для применения внутрь. 
ректально, внутривенно или внутримышечно. Их использование требует «исключений на те- 
рапевтические использования». 

Остальные пути применсния. кроме обозначенных ниже. требуюг сокрашенного «исключе- 
ния на терапевтические использования». 

Местные средства, используемые для лечения кожных. ушных. носовых болезней, глазных, 
заболеваний полосги рга, не запрещены и не гребуюг никаких «исключений на терапевтичес- 
кие использования». 
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Агенты с антиэстросенной активностью. Запрещены следуюшис классы антиэстрогенных 

веществ: 

» ингибиторы ароматазы. имеющие в своем составе анастрозол, летрозол, аминоглутетимил, 
экземестан. форместан. тестолактон: 

» избирагельныс модуляторы репептора эстрогена. имеюшшие в своем составе ралоксифен, 
тамоксифен. торемифен; 

» прочие антиэстроғенные вешества, содержашие кломифен, пиклофенил. фулвесграит. 


Мочегонные и другие маскирующие агенты 


Ниже привелен перечень контролируемых мочегонных и других маскируюших агентов из 
Списка ВАДА на 2007 г. 
® Маскируюшне агенты. имеющие в своем составе: мочегонные срелетва*. эпитестостерои. 

пробенецил. ингибиторы с-редуктазы (финастерид. дутастерил). плазмозаменители (альбу- 

мии. лекстран. гидроксиэтилкрахмая). 

» Мочегонные срелства: апетазоламил. амилорид, буметания, канренон. хлоргатидон. этикри- 
новая кислоти. фуроссмил, инданамил. мстолазон. спирополактон. тиазиды (бенлрофлуме- 
тназид, хлоротназил, гидрохлоротиазид). триамтерен и другие вещества с полобной хими- 
ческой структурой или полобным биологическим эффектом (кроме дросперинона. который 
не запрешсн). 

Диуретики — лекарственные средства разного химического строения. которыс способству- 
ют большему выведению мочи и уменьшению содержания жидкости в организме. Применение 
днурсгиков в спортивной практике имеет лавиюю историю. В течение многих дст их использо- 
вали лля снижения массы тела наездники, боксеры. борцы, гимнасты. Запрет на применение 
диурегиков в спорте был обусловлен тем. что нх стали использовать для маскирошки нримене- 
ния лопинговых вешеств. 

Диуретики воздействуют на процессы. происходяшие в нефроне: клубочковую фильтрацию, 
канальицевую реабсорбиию. секрению (см. гл. 2.4.4). Применение днүретиков не способствует 
повышению физической работоспособности и. следовательно, не может оказывать сушествяеп- 
ного влияния на спортивные результаты. Они используются в спортивной практике лля: 

ә срочного снижения массы тела в таких вилах спорта, как тяжелая атлетика, бокс, различные 
вилы борьбы. спортивная и хуложественная гимнастика и др.; 

® сокрытия применения запрешенных фармакологических препаратов. так как увеличенный 
объем мочи и се повышенная экскреция способствуют интенсивному выведению химичес- 
ких вешеств (см. гл. 4). 

Поскольку применение лиуретиков приволит к значительной потере воды организмом и 
снижению массы тела и в то же время пе сказывается отрицательно на выносливости спорт- 
смена и ето скоростно-силовых возможностях, 10 можно ожидать» повышения результатов во 
многих вилах сиорта. Эффект еше более возрастает, если прием лиуретиков сочетается со спе- 
циальными дистами. 

Недопустимо применение диурстиков в видах спорта. связанных с проявлением выносли- 
вости, в вилах спорта, требующих большого расхола кислорода. т.с. в работе аэробного харак- 
тера. Прием диуретиков приводит к значительному снижению объема плазмы крови. систо- 
лического и сердечного выброса, что снижзет работоспособность. В отлельных видах спорта 
этот эффект применения лиуретиков может усугубляться дегидратацией организма вследствие 
продолжительных интенсивных физитеских нагрузок. нерелко усиленной условиями жары. 

Применение лиуретиков приволиг к избыточному выделению микроэлементов со всеми 
вытекаюшими последствиями (см. гл. 8.5), нарушению терморегуляции. снижению способнос- 
ти к алаптации при эндогенном повышении температуры тела в условиях тренировочной или 
соренновательной леятельности при повышенной температуре воздуха. 

При соблюлении принципов рационального комбинированного применения диуретиков их 
побочные эффекты могут быть свелемы к минимуму. Например. комбинирование активных 
днуретиков. действующих на уровне базальной мембраны (диакарб. гилрохлортназил. иикломе- 


* Исключения на терапентические использования нслействительны, если моча атлета сошсржит мочегонное средство 
кместе с пороговым или полпороговым уропнем заарешенного вешестна. 
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тиазид. оксодолин и др.), с триамтереном или спиронолактоном — препаратами, лействующи- 
ми на уровне апикальной мембраны, уменьшает вероятность возникновения гипокалиемии. 

Могут ли диурсгики принести пользу организму спортсмена? В нскоторых случаях несом- 
пенную и отнюдь не в отношении сокрытия лругих запрещенных вешеств. Дело в том. что 
одним из основных показаний к применению диуретиков является интоксикация организма 
как экзо-, так и энлогенного характера. Иптоксикации эндогенного характера спортсмен под- 
вержен в большей степени, чем не занимающийся спортом человек. Это связано с усилением 
под влияпием высоких физических нагрузок обменных процессов, вследствие чего в организ- 
ме спортсмена накапливаются различиые токсичные продукты — кетоновые тела. аммиак, 
мочевина, мочевая кислота и др.. поэтому применение диуретиков могло бы способствовать 
лезинтоксикации организма спортсмена. Таким образом, можно говорить о том, что запрет 
па диуретики не является оправданным с точки зрения зашиты злоровья спортсмена и даже 
наоборот ограпичивает спортивного врача в его возможностях оказать необходимую помощь 
пациенту. 

Что касается диуретиков растительного происхождения. то их применение в спорте не за- 
прешсно, очевилио, из-за огсутствия в настояшес время нсобхолимых тест-систем. Градицион- 
но используется мочегонное свойство лишь некоторых растений. Несмотря на то что действие 
растительных диуретиков слабсе. чем сиитетических препаратов. они имеют преимушества. 
связанные с более низкой токсичностью. Достоинствами диуретиков растительного происхож- 
дения являюгся выведение из организма токсичных метаболит ов и нелоокислениых продуктов 
углеводного обмена. а также отсутствис нарушений баланса электролитов. что чрезвычайно 
важно для спортсменов. Это позволяет использовать растительные препараты в течение дли- 
тельного времеин без серьезных побочных эффектов. 


В-Адреноблокаторы 


В-Адрсноблокаторы запрешены ВАДА только на псриод соревнований лля следующих вилов 
спорта, если не указано отдельно: авиационного (РА!), стрельбы из лука (ТА, ЕРС, запре- 
шепы также вне сорсвиований), автомобильного (ЕІА). бильярла (МСВЅ), бобслея (ЕТВТ), 
боулинга (СМЗВ, ТРС Бом), брилжа (ЕМВ). шахмат (ЕІРЕ), керлинга (МСЕ), гимнастики 
(ЕО). мотоциклетного (РІМ), современного пятиборья (ОІРМ) для дисциплин, включающих 
стрельбу. боулинг с 9 кеглями (ЕІ), парусного спорта (1ЅАЕ) в парных состязаниях только 
со шлемами, стрельбы (1$$Е. ІРС; запрещено также вне соревнований), лыж/сноуборда (Е1$) 
лля прыжков на лыжах, воздушного фристайла/халфпайпа/большого возлушного фристайла, 
борьбы (ЕПА). 

Пренараты. солержашие следующие В-алреноблокаторы и контролируемые ВАДА: ацебу- 
толол, алпренолол, атенолол. бетаксолол. бисопролол. бунолол. картеолол, карведилол. пели- 
пролол. эсмолол. лабеталол, левобунолол. метипранолол. метопролол. налолол. окспренолол. 
пиндолол. пропранолол. соталол. тимолол. 

В-Алреноблокаторы представляют собой нсоднородную по своим фармакологическим свойс- 
твам группу лекарственных препаратов Обшепринятой классификации В-адреноблокаторов не 
сушсствуст. Нарялу с блокадой В,-апренорепепторов эти препараты могут блокировать или нс 
блокировать },-адренорецепторы. В псрвом случас говорят о неселективных В-бяокаторах, во 
втором — о селективных В,-блокаторах. Благодаря своей уникальной способности конкурент- 
но связываться с В,- и В,-алренорсцепторами различных органов и тканей они блокируют 
взаимодействие рецепторов с катехоламинами, прелотврашая многие нежелательные эффекты 
последних, в частности чрезмерную активацию симпатико-адреналовой системы и репин-аи- 
гногензин-альдостероновой системы. Применение В-алреноблокаторов способствует уменыис- 
нию частоты и снижению силы сердечных сокращений, уменьшению минутного объема кровн 
{серлечного выброса) и как следствие снижению потребности миокарда в кислороде. Одноврс- 
менно снижаются возбулимость и проводимость миокарла. В покое снижение частоты сердеч- 
ных сокращений и силы сердечного выброса не столь заметны, как, например. при физической 
нагрузке или психоэмоциональном напряжении. Во время стрессовых ситуапий артериальное 
давление на фоне приема В-адреноблокаторов возрастает значительно меньше. 

В спорте В-адреноблокаторы используются лля полавления излишнего возбуждения, сниже- 
ния тремора, снижения частоты сердечных сокращений. что может оказаться эффективным в 
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пропессе сорсвновательной леятельюсти в таких вилах спорта. как пулевая и стенловая стрель- 
ба. стрельба из лука. прыжки па лыжах с трамилина и др. Оглельные из веществ этого класса 
оказывают примерно такое же лействне. как производные фенамина, но менсе выраженное. 

В-Алреноблокаторы угиегают фуикиию серлечно-сосулистой системы, ноннжают уровень 
гемоглобина и свободных жирных кислот в крови и отрипательно влияют на результа ивность 
в визах спорта. связанных с проявлением выпосливости. а также в вилах спорта. требуюших 
высокой коорлинапии н быстрой реакции. 

Интенсивное применение препаратов этого кчасса способно привести к серьезному нару- 
шению сбалансированной лсятельности вегетативной нервной системы. блокале и остапонке 
серлпа. Эти препараты могут также вызыкать лепрессию. нарушать сон. отрицательно влиять 
на половую фуикнию. 


Алкоголь (этанол) 


Аакогояь (этанол) запрешен только на период соревнований. Этанол обнаруживают с по- 
мониью дыхательного чесга и/или анализа крови. Для кажлой фелерании определен свой по- 
рог допустимых значений копцентрании пренарата (приведен в скобках): авианнонного (РАІ; 
0.20 г/л). стрельбы из лука (ЕГГА. 1РС; ОЛО г/л); автомобильного (ВІА: 0.109 гул); бильярда 
(МСВУЬ: 0.20 г/л): боулинга (СМЗВ, ІРС Бом: 0.10 г/л): каратэ (МКЕ: 0.10 г/л): современно- 
го пятиборья (РМ: 0.10 г/л) для дисцинлии. включающих стрельбу: мотоциклетный (РІМ: 
0.10 г/л): состязания на катерах (УМ: 0.30 г/л). 


Запрещенные методы 
Упчишение трапспорта кислорода 
Запрещены: 

• добавление в кровь примесей. включая использование аутологичных. гомологичных или 
гстерологичных препаратов крови или эритроцитов любого происхождения; 

• искусственное увеличивание захвата. транспортировки или доставки кислорода, включая 
использование перфлюореагентов. эфапроксирала (ЗВ 13) и произволных измененного ге- 
моглобина (заместителей крови па основе гемоглобина. мнкроинкаисулированиые пролук- 
ты гемоглобина). 

Химическая и физическая манипуляция 
Запрешены: 

• вмешательство или попытка вмешательства с целью нарушить честность и правильность 
забора пробы во время донииг-контроля. катетсризация. подмена или изменение мочи: 

» виутривсниые вливания. кроме исобходимых при оправданном нсотложном медицинском 
леченин. 

Вмешательс тва па ееппом уровие 
Запрещено негерапевтическое использование клеток. генов, генетических элементов или 
изменсние экспрессии гена с целью улучшения спортивных лостижений 


Особенности отбора образцов и проведения исследований 


Отбор проб является одним из самых строго регламентированных и ответственных участков 
в системе антилопииговых мероприятий. При отборе проб во избежание осложнений и ошибок 
при принятии решений и санкциях за употребление донинга должно быть обеспечено олно- 
значное соответствие коикретной пробы и конкретного спортсмена. исключена возможносгь 
подмены или фальсификации этой пробы кем бы то ни было. обеспечены алскватныс условия 
хранения и транспортировки образнов в аналитическую лабораторию. 

Обязатсльпому аптилопинговому контролю поплежат призеры. а гакже спортсмены. опре- 
делеипые по жребию. В командных соревпованнях (в зависимости от числа участников) тести- 
рованию подлежат 1—2 спортсмена от кажлой из команл. занявших первые 3 места, а также от 
команлы. выбранной но жребию. Спортемен может быть тестирован несколько раз в течение со- 
ревнований. При этом максимально учитываются все его интересы но участию в соревиованиях. 
По решению судейской коллегии лопинговому тестированию может быть подвергнут спортсмен. 
который вызывает подозрение своим повелением. внсинтим видом. псадекватными реакциями. 

Спортсмену. выбранному лля лонингового контроля, сразу же после окончания соревнова- 
ний вручается увеломление. в котором сообщается о месте и времени взятия у него биопробы. 
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Снортсмен обязан поставить па уведомлении свою подинсь в знак подтвержлепия того. что 
он извещен. Спортсмен должен явиться на лопинговый пункт с документом. удостоверяющим 
его личность. пе иозансс чем через | ч после вручения ему увсаомления. Неявка спортсмена 
на лопинговый пункт в указанный срок или отказ ог прохождения антидопипгового контроля 
расценнвастся как факт применсния допинговых препаратов, и к спортсмену применяюгся 
соогвететвующие санкции. 

В лонинговом пункте. кроме спортсмена и сопровожлаюіцсго лица. могут находиться со- 
трулиики лопипгового коитроля. представитель соответствующей спортивной фелеранции. врач 
или представитель команлы. Присутствие других лип. в том числе представителей средств мас- 
совой информации, на лопинговом пупкте не разрешастся. 

Спорлсмен пе имеет права нокндаи, донниговый пункт ло окоичания процедуры взятия про- 
бы. В случае вызова спортсмена на награжление собранная порция биопробы опечатываегся в 
соотвегстнии с требовапиямн Положения ВАДА. На пункте остается доверенное лицо спортсме- 
на. а сам спортемен в сопровожленни официального прелставителя донингового пункта идет на 
!ннгражление. Отбор биопробы производится в закрытом помешении. Лицам. сопровожлаюшим 
спортсменов. запрентается находиться в помещении, гле производится взятие биопробы. 

Устанавливается слелуюний порялок взятия бионроб: по прибытии спортсмена на лонин- 
ГОП пункт рукополитель лопингового пункта знакомит спортсмена и сопровожлающее его 
ло с правилами пропелуры отбора биопроб. после чего спортсмен расписывается в прото- 
коле отбора бнопроб. что ознакомлен с пропелурой. Затем спортсмен выбирает из нескольких 
прелложенпых упаковку для отбора биопроб. в когорой имеются лва флакона и один мочепри- 
емник. В мочеприемник под наблюдением сотрудника лопингового пункта должно быть взято 
не мснсе 75 мл мочи. Одежда. налетая на спортсмена. не должна препятствовать наблюдению 
за мочеиспусканием. Далее спортсмен должен вериуться в кабинст врача с емкостью. напол- 
НСИНОЙ МОЧОЙ. 

Спортсмен сам разливаст из мочеприсмника равное количество мочн в лва флакона и плотно 
их закрывает. В мочеприсмнике но остаткам мочи измеряются температура, плотность и рН про- 
бы (рН мочи ие лолжсі» быть менее 5.0 и более 7.0. моча должна иметь удельный вес ис менее 
1.010 г/см? (1010). темиература пробы пе должна быть пиже 32 °С) и заносится в протокол. Руко- 
водитель лопингового пуикта убеждастся в том. что оба флакона (пробы А и В) плогно закрыты, 
герметично опрессовывает их. маркирует кодовым номером. выбранным спортсменом. 

Руководитель донингового пункта должен предоставить спортсмену и сопровождающему 
его лицу возможность убедиться в том, что флаконы опечатаны и промаркированы правильно. 
Далес оп записываег в протокол коловый номер и перечень медикаментов. принятых спорт- 
сменом за последние 3 дня. лает возможность спортсмену и сопровожлающему его лицу све- 
рить коловый номер флаконов с кодовым номером. записанным в протоколе. 

Опечатанные флаконы в контейнере для транспортировки биопроб отнравляются сненцтрай- 
снортом в лабораторию. произволяшую апализ. н слаются пол расписку. Олновременно тула 
же отправляюгся транспортные протоколы. солержашие колы флаконов н сведения о приня- 
тых лекарствах (если это имело место). 

Анализ. как правило. должен быть провсяси в течение 72 ч после получения проб лабора- 
торией. В отдельных случаях в связи с ее загруженностью этот срок может быть увеличен до 5 
рабочих дней с момента доставки проб в лабораторию. 

В случае положительного результата пробы А лаборатория немедленно извешаст спортсмена о; 

положительном результате анализа; 

праве спортсмена на немедленный запрос на проведение анализа пробы В (отсутствие за- 

проса в течение 7 дней после извешсния спортсмена является юрилическим основанием 

считать результат положительным): 

• праве спортсмена и/или его представителя присутствовать при вскрытин и апализе пробы 
В. если на этот анализ был подан запрос; 

ә праве спортсмена полать запрос на предоставление ему копий документании по анализам 
проб А и В. предусмотренной в Международных Стандартах для лабораторных анализов. 
Распространение информапии о результатах анализа пробы А не допускается. Если ре- 

зультат пробы В не подтверждает результат анализа пробы А, то результат анализа считается 

отрицательным. 
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При положительном результате в пробе А спортсмен отстраняется от участия в соревнова- 
ниях ло вынесения решения о санкниях. Контрольное нсслелование проводится не позлисе 
7 дней с момента получения запроса о провеленни пробы В от спортсмена. В присутствии 
комиссии из 3 человек производится осмотр и вскрытие пробы В. о чем составляется соответс- 
твуюший акт. Отсутствие спортсмена. прелставизеля спортивной организации не является пре- 
нятствием для проведения контрольного исследования. Результат коптрольного исследования 
пробы В является окончательным и перссмотру не ноллежит. 

Нарушением антидопинговых правил являются: 

• присутствие запрешенных субстаниий или их метаболитов или маркеров в пробе. взятой у 
спортсмена: 

использование или попытка использования запрещенной субстанции: 

отказ или непрслоставлсние проб после того. как спортсмен был проинформирован о нс- 

обхолимосги их сдачи, если ме будут покументально поллтвержлены уважительные причины 

непрелоставления пробы или уклонения от сдачи проб: 
ә нарушение сушествмощих требований относительно лоступности спортсмена для взятия у 
него проб во время внесоревиовательного периола. включая непрелоставление информации 
о местонахождении спортсмена н пропуски очередных тестирований; 
фальсификация или поныгка фальснфикапин в любой сфере лопинг-коптроля; 
обладание запрещенными субстанциями: 
раснространение любой запрешенной субстанции: 
назначение или попытка назначения спортсмену любой запрешенной субавинии или со- 
действие. полстрскательство. помошь. потворство. укрывательство и любой лругой вил со- 
участия в нарушении аптидопинговыҳ правил или в попытке марушеиия. 
Пробы для допинг-контроля должны анализировалься только в лабораториях. аккредито- 
ванных ВАДА. Выбор конкрелиой лабораторни, аккредитовапной ВАДА. лля анализа взятых 
проб определяется исключительно антилопниговой организацией. ответственной за результагы 
анализа. При этом указапные пробы должны анализироваться исключительно на предмет об- 
наружения в них запрешенных субстанций или использования запрешениых мстодов. указан- 
ных в Списке. а также дополнигельно указанных ВАДА субстанций. 

Особые требования предьявляются ВАДА к анамитическим лабораториям и качеству проводи- 
мых ими исследований. Для получения аккрелитзиин ВАДА лабораторин должны удовлетворять 
жестким требовапиям и пройти иссколько ступеней тестирования и проверки па техническую 
компетентность и независимость. 

В нервую очерсль кандидаты на получение аккрсдитапии лолжны в своей работе исукос- 
нительно слеловать требованиям международных организапий по стандартизации н качеству 
проведения исслелований (150, ОЕСО. ЕО). осповываясь па положениях СЪР (ем. гл. 5). Для 
российских условий ланное положение основано на получении регистрации в Госуларствен- 
ном реестре Федерального агентства по техиическому регулированию н метрологии на соот- 
ветствие требованиям Систсмы аккрелитации аналитических лабораторий (центров). а также 
требованиям ГОСТ Р ИЗО/МЭК 17025 из техническую компетентность и независимость. 

Дальнейшие шаги для получения аккрелитапии ВАДА основываются на полготовке пакета 
локументов. в которых раскрываегся работая лабораторни: паличис оборулования. станлартов 
исследуемых вешсств и методического обеспечения пповеления исслелований. квалификация 
персонала. а также вопросы финансирования. объемы планируемых работ и рял других. Эги 
локументы рассматриваются ВАДА. после чего настунаег этап преаккрелитанции. В течение 
этого этапа лаборатория получает 3 серии проб мочи в течение 6—12 мес. которые она должна 
протестировать на присутствие запрешспных вешеств или их метаболитов. При успешном про- 
хождении данного этапа настуиаег этаи собственно аккрелитаиии. В этот период лаборатории 
ластся задание провести исслелование 10 подготовленных ВАДА проб, которые она должина 
проанализировать за 3 дня. При этом за ходом пнализа наблюдает комиссия экспертов ВАДА. 
Лишь получив правильные ответы по всем 10 пробам, а также положительное заключение ко- 
миссии. лаборатория можст рассчитывать па получение аккредитацин. 

Получившие аккрелитацию ВАДА лаборатории имеюг прапо проволить исследования проб. 
изъятых в ходе межлунаролных соревнований самого высокого уровня. Для поддержания ра- 
ботоснособиости свонх лабораторий ВАДА осушествляст комилекс мер. и который входиг ре- 
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аккредитания. закмочающаяся в предоставлении лабораториям раз в квартал 5 контрольных 
проб. которые опи должны ироанализировать в холе обычных рутипных процедур и полгото- 
вить раснирениый отчет по каждой из них. Данный отчет рассматривается комнетентной ко- 
миссией и в случас исправильной илеитификании или ошибки в количествснпом определении 
хотя бы одного из вешесів иринимастся решение о лишении данной лаборатории аккреди на- 
цин (обычно) илн снижении се статуса. 

Для проверки квалификации отдельных сотрудников. кромс проб по рсаккрелиташии. время 
от времени лаборатория получаст образцы так называемого профессионального теста. кото- 
рый заключается в неслеловании образцов па присутствие отдельных групп контролируемых 
вешеств пли даже отдельных веществ и их метаболитов. Высокий уровень квалификапии со- 
трулииков лабораторий поддерживается па сжегодных встречах, на которых обсужлаются воп- 
росы развития апалитических методов опрелеления лониитов, носледиие научные разработки 
и достижения в этой области. Всего в настомиее время ВАДА аккрелитованы 32 лаборатории 
и еще несколько проходят аккредитацию. 

Анализ фуикционирования в 2003—2005 гг. сети аккредитованных при ВАДА лабораторий 
показывает: при обем количестве указанных лабораторий (32) ежегодно выполняется тести- 
рование более 150 000 человек. что составляет примерно 10% общего количества прииимаю- 
ших участие в соревнонаниях высшего уровня. На рис. 9-2 привелены данные ВАДА по коли- 
честву протестированных человек за 2003—2005 гг.. которые показывают тендениию к росгу как 
общего количества тестов. так и количества положительных, 


Общее количество тестов 


стов | 151210. 169 187 
Число положительных тестов, 2447 


Рис. 9-2. Количество проведсиных аитилонииговых тестов аккредитованными ири ВАДА лабораториями 
за 2003—2005 гг. (по данным ВАДА). 


Как виано из рисуика. при достаточно бояшом количестве протестированных спорїсмспов 
количество выявленных потребителей доинигов не превышает 29%. 

Антилопииговые лаборатории различаются количеством провелепных исследонаний и чис- 
лом положительных результатон, полученных при этом. В самых круппых лабораториях мира 
были получены следующие показатели. В Лос-Анджелесе (США) на 37 047 проведенных в 2004 г. 
тестов 364 (0.98%) были положительными. в Кельне (Германия) за этот же период — 10 297 и 
176 (1,71%). в Риме (Италия) — 8368 и 95 (1.14%) соответственно. В то же время лаборатории, 
выполняющие менышее количество исследований. чаше обнаруживают допинги в образцах. 
Например, лаборатория Лиссабона (Португалия) в 2004 г. выполиила 2965 тестов, из них 120 
(4.05%) были положительными, Бангкока (Таиланд) — 1585 и 41 (2.64%) соответственио. В 
срелием каждая из лабораторий выполняет 1500 — 5000 (в среднем 3000) тестов соответственно 
в гол. 


Методы исследования и интерпретация полученных результатов 


При провелении лопши-контроля аккредитованиыми ВАДА лабораториями используется 
комплекс химических, биологических и физико-химичсских методов. Проводится многоэтап- 
нос исследование, предусматривающес скрининтовое предварительное исследование © пелью 
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рациям их в моче после приема лопииговых срелетв. — так называемая ас-проба. Цифры па А: 
1 — геитаминол: 2 — амфетамин: 3 — метамфетамин; 4 — диметиламфетамин: 5 — никотин: 
6 — эфелрин; 7 — фепметразиц; 8 — никетамид; 9 — пентстразол; 1Ю — фенкамфамни; | — 
внутренний сганларг; 12 — кофеин. Па хроматограмме (Б) показан результат исслеловаиия 
контрольной пробы мочи человека. пе употреблявшсго доишиги. — так называемая исгативная 
нроба. На ней видны хроматографичсскис пики внутреинего станларга (11} и кофеина (12). На 
хроматограммс (В) показан результат исследования проверясмой пробы. На ней кроме пиков 
кофеина (12) и внутрениего стацдарта (11). четко виден пик. совнадающий по времени улер- 
живания с пиком амфетамина. Такой результат требуст проведения подтверждающих исслецо- 
ваний методом ГХ-МС. 

Приведенные хроматограммы получены с использонанием капиллярной хроматографичес- 
кой колонки с метилсиликоновой фазой НР-| длиной 17 м. внутренним лиамегром 0,2 мм и 


12 


ола м лл л ттт о мы т" 
1,00 2.00 3.00 4.00 5,00 6.00 700 8.00 9.00 Время. мин 


Интенсивность 
х 105 В и 
2.43 
2,42 
2.41 
2.40 
2.39 
2.38 


1,00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8,00 9.00 Время, мин 


Интенсивность 
х 105 


12 


2,43 
2.42 
2.41 
2.40 
2,39 
2,38 
1.00 200 300 400 5.00 6,00 7.00 воо 900 Время. мин 


Рис. 9-4. Хроматограммы преднаригельного неслсдования нроб мочи (пояснение в тексте}. 
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История допинг-контроля имсст мпогочисясиныс подтверждения того факта. что только 
использование современных разработок и последних достижений аналитической химии при- 
водит к успешному результату. 

Для примера на рис. 9-6 привсдена схема бнотрансформации, а также перечислены этапы 
вылеления и исследования метандиснона в моче спортсмена. 

Решение вопроса об употреблении спортсменом этого допинга осиовывастся на нахож - 
лении в его моче характерных метаболитов в виде их силильных производных. Ца рис. 9-7 
приведен масс-спектр одного из этих веществ, полученный с применением масе-спектрометра 
низкого разрешения. 


Твердо-фазная 
экстракния (ХАО-2) 


Энзиматический гидролиз 


(В-глюкуронидаза. 50 мкл) 


1 
Жидкость-жидкостная 
экстракция (5 мл эфира) 


Упарить досуха 


Жр 


2,5 мп эфира 


Дериватизация 
МТЕА/ЛЧН ШОТТ 


т АА 
2,5 
мире | 1 мкл в ГХ-МС | 
т 
6 1-5 мкл в ВЭЖХ-МС 


Рис. 9-6. Схема биотрансформаиии метаидиснона (вылелсио красным ивстом) и основные его метаболи- 
ты, по которым проводится илентификация метанлиенона в моче (выделено синим нветом) (а). Этаны 
выделения и знализа этих веществ в моче методами ГХ-МС и ВЭЖХ-МС (5). 
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3'-Гидрокси- 
17-эпистанозопол 


Подтверждение по трем характерным ионам 
(5/№ > 3), концентрация 3'-ОН-Станозолола 
0.1 нг/мл мочи 

| Д 


Хроматограмма 3+-ОН-Станозолола и 
МС-МС спектр (345->) 


Рис. 9-9. Схема биотрансформании станозолона и результаты определения в моче атлета 3 -гилроксиста- 
нозолона метолом ВЭЖХ-МС-МС. 
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энитестостерона (Е). ето природного изомера. Ввеление тестостерона резко изменяло соот- 
ношение Т/Е. За порму соотношения Т/Е была взята 1. Хотя разброс значений Т/Е был тоже 
велик — от 0.1 ло 3.5 и выцю, гем не менее при Т/Е более 6 можно утверждать. что это проба 
положительная. Результаты такого исследования приведены на рис. 9-10. 


Интенсивность 
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Рис. 9-10. Масс-сисктр тримстилсилильного произвойного тестостерона (вверху) и фрагментограммы 
эксграктов мочу но пону © молекулярной массой 432 Д. 
а — отрицательизя проби: б — положительная проба. 
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В начаяе ХХІ века лаборатории начали осваивать новый мстол определения тестостерона. 
так называемый изотопный, основанный па том. что соотпошение изотопов атомов углерода в 
молскуле сингетического тестостсрона огличастся ог такового соотношения у ириролной моле- 
кулы. Это сложный метод, требующий больших затрат и па приобретение оборудования. и па 
провсление апализа. Оп применяется в том случае. сели соотношение Т/Е превышает 4. 

На ќис. 9-11. показана схема биотраисформации холестерина и тестостерона. а также соот- 
ношение изотопов "С/С углерода без приема и после приема тестостеропа. 
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Рис. 9-11. Схема биограисформации холестерина и тестостерона и возможности использования соотно- 
шения изотопов углерола аля устамовления факта приема тестостерона. 


Оныт последних лет показал. что только олна или две пробы из 100 лемонстрируют изотоп- 
ное соотношенис, свидетельствующее о внешнем, экзогепном, происхождении тестостерона. 
т.е. ссли у спортсмена соотношение Т/Е было достаточно большое. вилогь до 10. то пик тес- 
тостерона представляет собой смссь своего. природного. 1з экзогенного тестостерона и метод 
изотопного соотношения оказывается бесполезен. 


958 Глава 10 


Пределы выносливости 


Критическая 
точка 


Рис. 10-1. Графическое изображение закона лимитирующих факторов. 


дов давало несомненный экономический эффект. превосхоляший. как казалось. ушерб, нано- 

симый токсикантами приролс. 

Согласно дапиым международного регистра. ло 6 миллионов токсичных вешеств исполь- 
зуются в промышлениости. сельском хозяйстие и пля бытовых ислей. Около 60 тысяч из пих 
пронзводятея в больших количествах. в том числе более 500 относящихся к группе сильпо 
действукицих ядовитых вешеств (СДЯВ). СДЯВ — высокотоксичиые химические вешества. 
применяемые в промышленности и сельском хозяйстве. и способные вызвать массовые пора- 
жения людей. животных и загрязнять окружающую среду при сбросе на поверхность земли или 
выбросе в атмосферу. 

Производство. транспортировка. использование и хранение СДЯВ строго регламентирустся 
специальными инструкциями и правилами контроля и техники безопасности при их примеие- 
нии. Олнако при крупных промышленных авариях, пожарах. стихийных бедствиях и катастро- 
фах могут произойти разрушения произволственных зданий. оборудования и технологических 
линий, склалов. смкосгей. трубопроводов и т.п.. в результате чего большие количества СДЯВ 
могут попасть в окружающую срелу. распространиться по территории не только производс- 
гвенных площадей. но и за ее границы. 

Объекты. при аварии на которых. или при их разрушении происхолит массовое поражение 
людей. животных и растительного мира СДЯВ называют химически опасными объекгами. 

К химически онаспым объектам относят: 

» предприятия химической, фармацевгической, нефтедобывающей. нефтеперсгопной про- 
мышленности. заволы по производству СДЯВ и химических удобрений; 

• прелириятия и отрасли промьнилсиности, использующие СДЯВ: целлюлозно-бумажная, 
текстильная. металлургическая. пищевая. мясомолочная: водопроводные стаиции и очист- 
ные сооружения: 
железнодорожные станини с имеющимся для отстоя полвижными составами со СДЯВ; 
склады и базы с запасами химических удобрений и ядохимикатов лля сельского хозяйства. 
а также с запасами для лезиифекиим. дезипсекции и дератизации; 
склады длительного хранения боевых отравляющих вешеств; 
оборонную промышленность. 

По физико-химичсским свойствам СДЯВ подразлеляют на: 

» стойкие быстролпсйствуюшие. не имеющие скрытого периола и приволяшие к летальному 
исходу в течение нескольких минут (фосфорорганические соединения — ФОС, анилин, 
фурфурол): 

» нестойкие быстродействуюшие. имеющие латентный период (синильная кислота. аммиак, 
оксид углерода (11). акрилонитрил. метилизонианат): 
стойкие замедленного действия (серная кислота. леграэтилевинец); 
нестойкие замеляенного действия (фосген. азотная кислота. хлорпикрин). 

Токсическос действие СДЯВ на организм зависит от их: 

» физических и химических свойств (агрегатпое состояние. растворимость в воде. жирах, теп- 
лота испарения. летучесть. плотность паров. коррозийная активность, температура возгора- 
ния. пожаро- и взрывоопасность. способность к гидролизу. окислению и т.д.); 
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• путей поступления в организм. от которых. в свою очередь. зависят быстрота развития сими- 
томов поражений и тяжесть состояния постралавших: 

~ вила лействия (рефлекториое. местное. резорбтивиое}: 

» кониенграции в окружающей средс (возлух. вола, почва) и продуктах питания. 
В табл. 10-1 привслена классификания СДЯВ по клиническим признакам отравлений, вы- 


зваиных их действием. 


Более 0% СДЯВ нарялу с местным облалают и резорбтивным действием. Нейротоксиканты 
и мегаболические ялы являются причиной быстрого нарушения сознания у пораженных. раз- 
вития коллапса. судорожного синпрома. острой гипоксии. комы. 

В России в настоящее время насчитывастся песколько тысяч химически опасных объектов. 
которые могут представлять угрозу пе только лля персонала этих объектов. по н аля прожива- 


ющего аблизи населения. 


Таблиил 10-1. Классификаиня СДЯВ ио клиническим иризнакам отравлений. вызванных их действисм 


Классификация | СлЯВ 


Вещества проеимуществен- Хлор. хлориикрин. фосген. 
но улушающего лействия (треххлориетый фосфор. 
хлорилы серы 


Вешестпа преимуществеино | Мышьяковистый водород. 
 общеяловитого действия сернистый ангидрид, оксил 
хглсрола. оксилы азота. си- 
нильная кислота и се соли. 
динитрофсенол. этиленхлор- 
гидрии. ссроволорол. акри- 
лонитрил 


Вешества улунающсго и Азотная кислота. мьинья- 

обшеяловитого действия ковистый волорол. сериис- 
тый ангидрил. сероводород. 
оксиды азота 


Вещества нейрогроппого ФОС. 
лействия сероуглерод 


Примечание 


Поражение инталяннониое. Воздействуя пи 
слизистые оболочки, вызывают их разлра- 
жение и воспалителыо-пекроғичсскне из- 
менения. Натологический процесс может 
развивагься быстро и бурно при коняакте с 
определенными вешествами. по может иметь 
и скрытый периол (мнимого благополучия) 
при воздействии других СДЯВ этой же груп- 
пы. Пострадашиие чувствуют себя вполие 
улювлетворительно. а через иссколько часов 
или суток внезапно развивается острый ток- 
сический огек легких. Скрыгый нернол значи - 
тельно сокраищется при физической нагрузке 


или переохлажлении 


Эти СЛЯВ делятся на гематотоксикаиты (мы- 
шњяковистый волород, СО. оксилы азота, 
серпистый ангилрил) и на гканевые яды (ин- 
анилы. сероводород. акрилонитрил. линитро- 
фснол). Для обеих групи веществ характерно 
буриос течение интоксикаини. Нередко ог 
первых спмптомов поражения ло летального 
исхода прохолиг вссто несколько минут из- 
зи нарушения функиии пснтральной нервной 
системы (ЦНС). регуляции дыхательной и сер- 
дечио-сосудистой систем. Потеря созиания, 
развитие вегстативных резкиий, судорожный 
синдром. кома 


Вызывают отек легких. а при пезорбини ока- 
зывают общеяловитое лействие. Многие прел- 
ставители этой груины обладают сильнейнием 


ирнжигающим действием 


Почти все ФОС жнакости, хорошо раство- 
римы в органических растворителях п срав- 
иигельно нелолео сохраняются во висишей 
среде. Угиетаюл активность хомиижтеразы. 
наруивют генерацию и перелачу нервного им- 
пульса. Характерно бурное течение интокси- 
капип. нарушение фуикиий жизненно важных 
органов. сознания. Развивается судорожный 
сипиром и кома 
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Вешества улушакицего и | Аммнак Возаейстие ингаляциониое. В течение 60 мни 
иейротркипюго дейстиня | возинкает токсический отек легких, па фоне 
| | которого формируется тяжелое поражение ис- 
|рвной системы. В перные минуты ироявияегся 
| разиражаюнисе действие. Вызынастся рефлек 
зорный ларнигосиазм. угиетсине лыхательно- 
о и сосулолвигательного иеситров. Оказыпаст 
| выражеиное дейстшие из ЦИС — возбуждение. 
{судороги 
анааан. л АРЕ ЧЄ. 22223 ОРЕ С ИРЕРОБЬЫРНЕРЧИРРР ЭНН ыы —. г ЕР ИНЕ М аф —ы] 
Метаболические яды Диоксин. бромэтан. хлор- | Нарушают обмен вешести в организме. Дли- 
‘метан тельный скрытый нперноа. Даже при смер- 
тельных отривлениях от первых проявлений 
до летального исхола могут пройти нелели, й 
| многаа и месяцы. Велушим поражением яв- 
| ляется нарушение серлечно-сосулнстой пе- 
ятсаьности. ЦНС, работы пареихима очных 
органов 


=== = а = ___—— — — —— —— 


Часть населения России постоянно живет в условиях загрязисния окружающей среды. При- 
оритстными загрязнитедями являются взвешенные частицы различных твердых веществ. океп- 
лы азота и углерода. диоксид серы. полиаромагические углеводороды, фепоя, формальлегил, 
тяжелые металлы (рис. 10-2). 

Наиболес многочисленная гпуппа населения России — 15 мли челонск — подвергается воз- 
лсиствию изнсшенных частин. Второе место по масштабу возлейстния запимаст бензапирен. 

Для источииков питьевого водоспабжсиия приоритетными загпязнителями являются ток- 
сичные вещества. перечень которых во многом опрелелястся ресгиональњыми особенностями 
развития пронзводства (составом сточных вод предприятий). 

Значительную опасность лля здоровья населения представляет загрязнение почпы металла- 
ми, что является характерным для бодыпинства территорий (см. гл. 8.5). 


Москва Новосибирск Иркутск Чепябинск Саратов Брянская Курганская 
область область 


сно м Сг шп а Со в А! вРЬ о Мп амі с Аѕ 


Рис. 10-2. Распространениость гипсраасмснтозов у детей пекоторых городон России (Скальная М.Г.. 
Скальный А. В.. 2005} 
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Загрязнение среды обиззния может являться причиной ухулшения злоровья населения. полд- 
вергаюшегося воздействию гоксикантов. При лянтельном воздействии даже пеболыпого их ко- 
личества происходит увеличение риска возникновения экологически обусловленных заболена- 
ний, поэюму химический фактор является основным в сопиально-гигиеническом мониторинге. 
Во многих крупных городах отмечастся рост заболеваемости серлечно-сосулистой и исйроэнлок- 
рнипой систем. нарушений репродуктивных функций у женшии. врожленных пороков развития 
у летей. Наиболее полвержен возлействию химических вешеств детский оргапизм, что особенно 
проявляется в возникиойснии аллергических состояний н росте заболеваемости бронхиальной 
астмой (Онишенко Г.Г.. 2002). 

В послелнес десятилетие опубликовано мпого работ о чувствительности человека и живот- 
пых к сверхмалым — нико- (х К" Му и фемто- (х М) — кониеитраниям токсикантон (см. 
гл. 8.5.1), Механизм лействия сверхмаяых копцентрипий ксенобиотиков пока не установлен, 
в научной литературе обсужлиется песколько гипотез. Например. лейстиие низких копцептра- 
ний токсиканта нитериретируется как -гологрифический принц» организанпии вешеств или 
объясняется взаимодействием ие молекул как таковых, а их энергетических микрополей (при 
регистрации эффекта от применения ничтожных концентраций вешеств. менее | молекулы на 
клетку). Существует гипотеза о перелачи регулярного сигнала в живых системах посредством 
изменения структуры волы и алгезивных белков в конпенграции 1()*— 10)“ М пой воздействием 
токсиканта. Воду рассматривают как структурно-линзмический сенсор при изучении механиз- 
ма лействия сверхмалых кониентраций ксенобиотиков. 

При использовании токсикокинетических моделей было показано. что действие токсикантз 
в сверхмалой лозе приволиг к продлению времени сго влияния на организм. Так. при воздейс- 
гкии токспканта в «обычной» дозе эфкрект может развиться в течение нескольких минут. а при 
ввелении «сверхмалых поз» время лействня растягивается на несколько суток. 

Согласно современным представлениям. всс опологичсски активные вошества. в том числе 
и экогоксиканты. вводимые в организм в малых лозах, повторяют свойственное им действие в 
лозах больших. Получеиные повыс лапиые, по-вилимому. приведут к пересмотру безопасных 
и предельно допустимых уровней возлействия токсикантон на живой организм. 

В пастояшее время часто употребляется термин синлром химической чувствительности 
(СХЧ. чаше — ХЧ), под которым понимают последствия для человека экспозиции химичес- 
ких нешесгв из окружающей срелы. Генетические особенности индивидуума лежат в основе 
развития ХЧ у разных люлей. Миливидуальная ХЧ является одной из причин повышенной 
интоксикации, заболеваемости раком. болезней дыхательных путей, возникиовсиня некого- 
рых неврологических и исихических расстройств, а также синдрома хронической усталости не 
только у работников химических производств. 

ХЧ проявляется как разновидность скрытой («крипто») токсичиости и развивается в лвс 
стадии. Вначале происходит снижение толерантности после острой пли хронической экспози- 
мин загрязнителями окружающей срелы, например иестицилами. растворителями. моюшими 
срелствами. контаминантами возлуха различных номешений ип т. д. На второй сталии развития 
ХЧ симптомы заболевания проявляются при экспозинии чрезвычайно низкими копнентрани- 
ями химических веществ. 

Синдром ХЧ во мпогом обусловлен генстически летерминированиой инливидуальной фер- 
мениюй активностью кажлого ислонека. то есть наследственным полиморфизмом генов (см. 
гл. Зи 4). В опрелелеиных условиях среды так называемые «молчашие» гены начинают про- 
являть свое деиствие. Потенциальыю токсические факторы окружающей среды нопреждающе 
возлействуют только на генстически прелрасположенную к специфическим мутапиям часть 
населения. у которой н проявлястся высокая ХЧ. В настоящее время на генетических картах 
хромосом человека обозначены локусы генов. мутации которых лежаг в основе изменения ог- 
пета организма ва действие химического фактора. 

Роль факторов внешней среды в мутагенезе различна: 

• некоторые из них являясь мутагенами. вызывают дискретные геистические изменения: 

» другие — вызывают лисбаланс физиологических и биохимических процессои в организме и 
тем самым повышают энаогенный мутагенный фон; 

е третьи — изменяют функниональное состояние клеток, их восприимчивость к дейстнию 
мутагенов различной природы. 
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Олнако в организме активно действуют механизмы репарации ДНК. восстанавливающис их 
первичные повреждения. Только при нарушении работы системы ренарации ДНК исрвичное 
изменсние се структуры реализуется в мутацию (см. гл. 3). 

Современные аналитические технологии позволяют установить генные нарушения: 

• определение конкретной мутанин (генной. хромосомной. гсномной) посредством питогене- 
тических и молекулярно-гсиетических анализов (см. гл. 3); 

• регистрация продуктов гена с помощью методов аналитической химии (ем. гл. 6); 

» определение спенифических компонентов (эндогенных и экзогенных соединений. а также 
их метаболитов). возникающих в результате генетической детерминашии рсакиий биотранс- 
формаини (технологни метаболомики и метабономики, см. гл. 3, 4 и 6). 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) позволяет выявить и воспроизвести миллионы коний 
исслелуемого участка ДНК. а применение капиллярного электрофореза с флуореснентным и 
лиолио-матричным вариантом детектирования (например. лазерно-инлуиннрованной флуорес- 
ценцией). а также тверлофазного иммуноферментиого анализа (например. ЕМУА) позволяют 
належно регистрировать продукты ПЦР. 

Для проведения молекулярно-генетического анализа лостаточно использовать малые коли- 
чества биологического матернала. например 20—40 мг хориона или от | мкл до | ма крови или 
1—10 мг культуры клегок. В настоящее время лля выполнения таких пропедур применяют ми- 
ниапорные устройства — ДНК-чины многократного использования. обеспечивающие нолную 
автоматизацию аналитических оирсделений. 

Практическим следствием признания действия сверхмалых доз и возникновения сипарома 
ХЧ является снижение минимальных уровией риска интоксикации. По оценке Всемирной 
организации злравоохраисния (ВОЗ). например каждый избыточный микрограмм бензола в 
возлуинчой среде свёрх 6 мкг/м' эквивалентен риску возникновению шести случаев заболева- 
ния лейкемией на миллион жителей. Эта величина в десятки раз мсиыие значений прелельно 
допустимых кониентраний (ПДК) разных страп, в том числе РФ. Для оцеики последствий 
воздействия канцерогеиных веществ ввелена «Елиница избыточного риска» (Ули Кік Ехсех$), 
позволяющая оценивать риск поражения организма при определенном уровне воздействия на 
него токсичных соелинений. 

Известные сегодня высокочувствительные и избирательные аналитические методы (см. гл. 6) 
мониторинга токсикантой в биологических жидкостях и объектах окружающей среды позво- 
ляют успешно опрелелять в них кониентраиии ксенобиотиков. Однако лля адекватной ингер- 
претаини полученных аналитическими методами резульгатов, прогноза экологически обуслов- 
ленных заболеваний человека. созлания и верификании микроэкологических молелей важио 
выявить системы биомаркеров возлействия (см. гл. 2. 3. 6. 8) суперэкотоксикантов в биологи- 
ческих жидкостях человека. 

Работа спеииалистов. занимающихся проблемами экотоксикологии. направлена на изуче- 
ние действия хнмических веществ ма окружающую среду и выявлсине потенциально опасных 
эффектов. Болыиое количество данных может быть получено при ретроспективном анализе 
химических катастроф. Анализ таких случаев помогает выявить потенциальную онасность воз- 
действия химических веществ на окружающую среду. а в лальнейием регулировать или огра- 
ничить их использование в промышленности и сельском хозяйстве. 

Изучение свойств химических вешсств заставляст разрабатывать лля нужл общества новыс 
сослинения, не обладающие рансе выявленными гоксическими свойствами. Например. выяв- 
ленная способность хлорорганических пестицидов к накоплению в живых организмах привела 
к разработке повых классов пестинилов (карбаматы и пиретроиды). которые такжс облалают 
токсическим действием, но сниженная способность к биозккумуляции делает их более прием- 
лемыми к использованию (см. гл. 4). 

Прежле чем какое-либо вещество будет применяться в промышленности или сельском хо- 
зяйстве. обычно устанавливают: 

• цет ли к нему уникальной чувствительности ключевых вилов животных биогеоценоза из 
разных классов; 

® взаимодействуют ли живые организмы (от микроорганизмов до человека) с неживыми (аби- 
отическими) компонситами окружающей срелы. подвергнутыми обработке, что иногда мо- 
жет привести к усилению токсических эффектов: 
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е будсг ли изблнодаться потенивировапис токсического возлейстиия смеси химических ве- 
ществ: 

® возлействует ли токснчное вещество только па индивидуальные организмы или выживание 
экосистемы в целом. 


Экотоксиниость и мкотоксикаиптиы 

Объектами изучения экотоксикологии являются вещестиа. обланающие биодоступностью, 
что обусловливает возможное нарушсиие обмена веществ. а также филико-химической струк- 
туры клеток и тканей, в результате чего могут розиикиуть патломиюские изменения. Как 
правило. эти соелинения находятся в газообризном и жидком состоянии или засорбированы 
на частипах почвы и различных поверхностях. а также и ниле мелколисперсной ныли твердых 
наиеств (размер части менее 50 мкм). Зиачительной биолослуниостью облалаюг многие вок- 
сикаиты. ноступающине в организм © пишей. 

Химические вспества. накапливаюшнеся в окружающей среле в иссвойс: венных ей ко- 
личествах, выступают в качестве экополлютантов (загря зиителей). одновременно возможио 
избыточное накопление как одного. так и мпогих экополлютантов (табл. 10-2). 


Таблина 10-2. Основные экополпютанты 


Загризнитетн козлуха Загрязиители волы н почвы 

Газы: 
оксиды серы 
оксиды азота 


Металлы (свинец. кадмий. ртуть и др.), мышьяк 
Хлогоранические пестициды (3.4-лихлополифенил-трихлоро- 
этан ДЛТ). аларин. днэллрии, хяорлан) 


оксиды углерода Нитраты 

сон Фосфат 

клар Нефть и нефуспродукты 

Ат д Органические растворители (толуол. бсилол, тстрахпароэтилен и 


лр.) 

Низжомолекулярные галогоиированиые угасвоаоролы (хлоро- 
форм. бромодихлораметан, бпомофойм. тстрахлопометии. лихло- 
поэхаи и лр.) 

Полициклические ароматические углеволоролы 
Позихлорированиые бифенилы (ПХБ) 

Лиоксины 

Дибеизофураны 

Сильные миисральные кислоты 


Пылевые частины: 
асбесг 
угольная пыль 
оксид кремния 
металлы 


Экотоксикаит — экополлютант, накопившийся в среле н количестве. достаточном для ини- 
циации токсического процесса в биогеоиснозе (на любом уронне организации живой материи). 

Одпа из практических залач экотоксиколоғин — онрелелснис количества экополлютаи та, 
при котором его уже считают экотоксикантом. Примерами перехода экополлютаитов в разрял 
экотоксикантов могут служить преврашения вешеств. а также значительное увеличение их 
коинентрапии мри пожаре. Выброс в окружающую среду токсичных веиеств. образующихся в 
результате термолеструкиии различных синтетических материалов. вызывает накопление лиок- 
синов. пизнилов. фосфорорганических веществ. оксила углерода (1) и других соедиисний на 
прилегающих к очагам поражения территориях. Экологическая опасность многих групп ток- 
сикантов усиливастся вследствие высокой устойчивости их к возлействию физнко-химических 
факторов окружаюшей среды и мелленной биолеструкини (тиба. 10-3). 

Во время пожаров нередко гибнут люди. но в последнее время в индустриальпо развитых 
странах наблюдается тенаениия к росту числа иогибщих. Это объясняется тем. что причина- 
ми гибели люлей на пожарах являются нс только ожоги, возлействие высокой температуры и 
исихолагический фактор. но и отравлепия токсичными иродуктами сторания сиитстических 
материалон, широко используемых в строительстве и быту. 

Основным показателем токсичности пролуктов термоокислительной деструкиии служит кон- 
иснтрания СО в воздухе и карбоксигсмоглобина в крови ностралавших (см. гл. 2.4.3 и 8.3). Смерть 
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при пожарах обусловлена высоким содержанием в возлухс ис только СО. При действии ил 
организм нескольких летучих токсичных вешеств отмечается потенииронание токсического 
эффекта. Например, токсичность СО и пнанистых соединений (акрилонитрила, ацетопитрила. 
см. гл. 8.3) при совместном воздействии на организм значительно выше. чем при изолированиом. 
что и происходит при пожарах. Поэтому при провелении судлебно-химической экспертизы трупного 
материала на летучие продукты. образукициеся в результате горения неметаллических материалов 
важио использовать метод. позволяющий опрелелять в олной пробе различные соединения с тем- 
перитурой кипения до 175 "С без предварительного изолирования летучих веществ (лериватизация 
необходима лля формальлегида. кислот алифатического ряла и некоторых аминопроизволных). 

Например. в Бюро судебно-мелишинской экспертизы г. Москвы используют унифициро- 
ванную метолику газохроматографического определения (при совместном присутствии) токси- 
кантов. часто образующихся при пожарах (Яблочкии В.Д.. 2003}. 

Метолика основана на применении набора из 3 хроматографических колонок с фазами 

различной полярности (№ | — слабополяризя, № 2 — средней полярпости. № 3 — полярная 
фазы» в стандартных условиях. а в случае необходимости изменению поллежит только темпе- 
рагура колонки. Для идензификации веществ проволят абсолютную калибровку © использови- 
нием стандартных всшеств и расчет относительного времсни удерживания токсикиитов, 
Условия газохроматографического разделения веществ: 
газовый хроматограф ЛХМ-80 модель 6 с пламенно-ионизационным детектором (ПИД); 
колонка № | — 5% карбовакса (300х0.3 см). температура 90 °С: 
колонка № 2 — 15% диэтилеигликольсебацината (ДЭГС) (200>0.3 см). температура 110 °С: 
колонка № 3 — 15% 1.2.3-трис-(В-нивиэтокси)пропана (НЭП) (3000.3 см). температура 70 °С: 
темнература делскторов. испарителей 140 °С; 
расход газа-носителя азота, волорода лля летектора 30 мл/мин, возлуха 300 мл/мии: 
шкала 5-10 А; 
внугренний станларт н-нропанол. 
Вешество считается обнаруженным в объекте. если его нарамстры совпадают на 3 колонках. 
Элементом экотоксикологической экснертизы поллютантов является илентификация их ис- 
точпиков. Решить эту задачу палско не просто. так как порой вашество поступает в срелу в 
ничтожных количествах, иногла в видс примесей к истоксичиым субстаициям. Образование 
экополлютанта в окружаюлисй срелс возможно в результате абиотических или биотических 
трансформаций лруғих вешеств. 

Многочисленные абиотические (происходящие без участия живых организмов) и биотичсс- 
кие (происхоляшие с участисм живых организмов} процессы в окружающей среле направлены 
на элиминацию экополлютантов. Рял ксспобиотиков. попав в воздух, почву. волу. приносят 
минимальный врей экосистемам. поскольку время их воллейстиия пичгожно мало. Вещества. 
оказывающиеся резнстентными к происссам разрушения и вслслствие этого длительно находя- 
неся в окружающей среле. как правило, являются потенциально опасными экотоксикантами 
(табл. 10-4). 


Табанца 10-4. Пернод полураспада искоторых поллютантов в окружающей среде 


Полиютант Период полураспада 
АДТ 12 лег Почва 
2.3.7.4-ТХАЛ* 9 лет Почви 
Атразин 25 мес Вода (рН 7.0) 
Бензоперилен 14 мес Почва 
Фенантрен 138 лией Почва 
Карбируран 45 апей Вола (рН 7.0) 
Фосфоршинохолины 21 день Почва (15 °С) 
Иприт 7 лней Почва (15 "Су 
Зарин 4ч Почна (15 °С) 


* 2.3.7.к-ТХЛА — 2.3.7.5-тетрахлоразибензо-р-лноксин 
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К числу веществ, длительно сохраняющихся в окружающей среде. относятся сослинения 
таких металлов, как свинец. медь. пинк, никель, кадмий. кобальт, сурьма, ртуть. хром. а также 
мышьяк, полициклические полигалогеипрованные углеволороды (полихлорированные дибен- 
зодиоксины и дибензофураны, полихлорированные бифенилы и т.л.). нскогорыс хлорорғани- 
ческие пестипиды (ДАТ, гексахлоран, алдрин. линдан и т.д.) и др. 

Установлено, что по мере движения химических соединений по пишевой иени от пролу- 
центов (от лат. ргодисеяз — производяший. создающий: организмов. способных к фото- или 
хемосиитезу и являющихся в пищевой цепи первым звеном. или источников образоваиня 
органических вешеств из неорганических) ло консументов (от лат. сонзито — потребляю; ор- 
ганизмов. являющихся в нишевой цепи потребителями органического вещества) количество 
экотоксиканта вслелствие медленной биотрансформанции и неполной экскреции во внешнюю 
среду накапливается в возрастающих кониснтрациях. 

Процесс увеличения концентрации токсиканта в раздичных организмах при исреходе ог 
низших трофичсских уровней даиной экосистемы к высшим называют экологической магни- 
фикацией. Например. в планктоне содержание диметилртути составляст примерно 0.01 мкг/г. 
в мышечной ткани хишных рыб достигает 1.5. а у игиц-рыболовов — 3—14 мкг/г. При иссле- 
довании одной из экосистем озера Мичиган было обнаружено сясдуюшсе накопленис ДДТ в 
нишевых песнях: в донном илс озсра — 0.014 мг/кг. в ракообразных. питающихся па лис — 0.41 
мг/кг. в различных рыбах — 3—6 мг/кг, в жировой ткани чаек. питаюшихся этой рыбой — свы- 
ше 200 мг/кг. 

Исследования показали. что ДДТ оказывает влияние практически ма все живые организ- 
мы (ем. гл. 8.4). Обработка ДДТ салов и лесов десятки лст тому назад привела к тому, что его 
содержание в ночвах в этих местах очень высоко. Сейчас во миогих местах вместо плодовых 
деревьев вырашивают другие сельскохозяйственные культуры, которые могут аккумулировать 
ДИТ из почвы. в результате чего он поналаст в пишу животных и люлсй. Так, в 1975 г. ДАТ 
солержался в 8% образцов мяса. 5—10% образнов корисилодов и картофеля. В 1985 г. в 30% 
образцов сухого молока лля летского питания содержание ДДТ в 5 раз превышало попустимую 
норму. То же можно сказать и о 52% образцов сливочиого масла в 1989 г. (Есдогоу 1.. Ехреп- 
епсе оЁ иѕарс ОПТ іп Зое Опюп айег < «Бай» // Ограпопаіорсп< Сопр. У. 32, р. 41. 1997). В 
большинстве сгран с начала 70 годов ХХ века ввслен запрет на примененне ДПТ. Олнако и в 
настояшес время ДЛТ продолжает оставаться олним из наиболес распространенных и опасных 
экотоксикантов. ‹ Разве должно быть иначе: мы пзатим за все. не нужно и сдачи» (Брояский И.). 

Исследования грулиого молока (РФ. 1998 г.) показали. что в отличие от стран Запашюй 
Европы, оно загрязнено токсичными ПХБ сильнее, чем диоксинами. Если удастся снизить 
уровень загрязнения грудного молока ПХБ. то грулные дети будут значительно меныише под- 
вергаться риску от возлсиствия токсикантов. 

Особенно экологически опасно загрязнение водоемов, потому что микроорганизмы (псепло- 
моноподобные бактерии). обитающие в донных отложениях, интенсивно осушествляют процес- 
сы биометилирования. например ртути и других металлов. Липофильные мсталлоорганические 
соединения накапливаются в жировых тканях и передаются по пищевым цепям (см. гл. 8.5). 

Экотоксичность — способность экотоксиканта вызывать пеблагоприятные эффекты в соот- 
ветствующей экосистеме, проявляющиеся (по Куиенко С.А.. 2002): 

• на уровне организма (аутэкогоксические) снижением резистеитности к лругим лействую- 
щим факторам среды, ростом заболеваемости. в том числе раком. нарушениями репролук- 
тивных функций н лаже гибелью организма: 

• на уровне популяции (демэкотоксические) гибелью популянии, ростом заболеваемости. 
смертности. уменыпением рождаемости, увеличением числа врожленных лефектов разви- 
тия. нарушением лемографических характеристик (соотношение возраста. пола и т.я.). из- 
меиепием средней прололжительности жизни; 

• на уровне биогеопеноза (синэкотоксические} изменением популянионного снектра неноза 
вилогь ло исчезновения отасльшых вилов и появления повых. не свойственных данпому 
биоценозу. нарушением межвиловых взаимоотношений. 

При оценке экотоксичности лишь одного вещества в отношении представителей только 
очного вила живых сушеств в полной мере могуг быть использованы качественные и коли- 
чественные характеристики, принятые в классической токсикологии — дозы и концентрации 
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токсиканта. проявляющие острую, подострую. хроническую токсичность. мутагенный, канце- 
ромеиный и иные эффекты (табл. 10-5). 


Таблица 10-5. Предельно допустимые концентрации. или уровни некоторых токенчиых вешеств в раз- 
личных объектах 


| 


Вещество Вода, Воздух, = Почва, мг/кг ь 
67 ие | "подвижная форма = Тваловая форма р 

Дноксины (ДЭ) 510° 510" — Б 1-10" | 
Бензапирен ет 1-10" Е ГЕУ 
Трихлоробифенилы олю т" г 10.03 
Пентахлоробифенилы 0.001 — | ПЯ 
ддт 01 510+ Е. 0.1 
Гехсахзороцикло!ексан 0.02 0.03 — 0.1 
М-иитрозолиметиламии — | 5-105 — — 
а-Нафтиламин — 0.003 — 
Ртуть 510 зле“ Бе 2.1 
Калмий 0.001 3." 3,0 — 
Свинец | 0.03 | 3-10 6.0 32 


Примечиние: ДЭ — яиоксинопый эквивалент 


В более сложиых системах экотоксичиость количественно не измеряется. а оценивается 
через понятия «экологическая опаспостье или экологический риске (см. тл. 1). 

В зависимости от продолжнтельности лействия экотоксикантов на экосистему можно гово- 
рить об острой или хронической экотоксичности. 

Острое экотоксическое лействме вещества па биоценоз может быть следствием аварии или 
катастрофы, сопровождающейся выходом в окружающую срелу большого количества отиоси- 
тельно нестойкого токсиканта, а также неправильного использования химикатов. 

Острое экотоксическое лействие не всегла приводит к гибели илн острым заболеванием 
людей или представителей лругих биологических вилов, подвергшихся возлействию. Так. сре- 
ан отравляющих вешеств. применявшихся в Первую мировую войну. был сернистый иприт. 
Это вешество. являясь каниерогеном, в дальнейшем сгало причипой смерти пораженных от 
новообразований. 

С хронической токсичностью веществ. как правило, ассоциируются сублетальные эффекты. 
Часто нри этом подразумевают нарушение репродуктивных функций. иммуиные слвиги, эн- 
докринную патологию, пороки развития. аллергизанию и тд. Олнако хроническое воздействие 
токсикаита может приводить и к летальному исходу особей некоторых вндов. В большинстве 
случаев экотоксиколог сталкивается с хронической экотоксичностью. 

Специфическое и неспецифическое (общетоксическое) лействие ксепобнотиков зависит нс 
только от их токсикологических характеристик. но и от гспетически обусловлеиной актив- 
ности компенсаторно-приспособительных (алаптациоиных) реакций организма, прежде всего 
актинности иммунной системы и системы биогрансформации чужеролных химических соели- 
исиий. Экологические системы облалают выработанными в процессе эволюции мошными ме- 
ҳанизмами зашиты от экстремальных химических нозлействий как на популяционном уровне. 
так и на уровне отдельных особей. Вместе с тем в пастояшее время скорость антропогенных 
изменений в биосфере начинает превышать возможности приспособлясмости организма к но- 
вым условиям среды. 


Наиболее опасные экотоксиканты и особенности их определения в биосистемах 
В послелние 30 лет улеляется серьезное внимание изучению группы стойких органических 
загрязнителей (СОЗ). которые воздействуют на среду обитания на чрезвычайно низком уровне 
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{иижний предел обиаружения 16—107), Миогие из них известны давно и широко исполь- 
зовались в иромышлениости и сельском хозяйстве болылииства страи. СОЗ отиосягся к классу 
хлорорганических соелинений и имеют следующие спенифические признаки: 

» способность к биоконпентрированию (нли биоаккумуляции) за счет высокой линофильности;: 
• глобальная распрострапенность за счет способности переноситься на большие расстояния: 
е чрезвычайная стойкость к физическим. химическим и биологическим факторам; 

• способность оказывать токсическое воздействие па оргапизмы п крайне малых дозах. 

В Программе ООН по зашите окружающей срелы (Опиеа Мапопя Епмгоптета! Ргоесг — 
ОМЕР) особо выделена группа из 12 соединений. па которые слелует обрашать первоочерелное 
внимание при экологических исслелованиях. Эта так называемая «грязная дюжинаь включаст 
слелуюшие вещества: полихлорированные дибензо-р-диоксины (ПХДД). ПХБ, полихлориро- 
ванные либензофураны (ХДФ), алдрин, лиэллрии. лихлоролифенилтрихлороэлан (ДДТ). эн- 
лрин. хлоролаи. гексахлоробензол (ГХБ). мирекс, токсафен и гептахлор (см. гл. 8.4). Список 
был составлен в результате многочисленных международных исследований, консультаций и 
форумов. главным итогом работы которых стало принятие и подписание 23.05.2002 в Сток- 
тольме Глобальной международной конвенции о запрещении СОЗ. к которой присослинилась 
и Россия. 

Стокгольмская конвенция выдвинула ряд предложений по изучению воздействия СОЗ на 
здоровье человска, жипотных, растения. изучению нутей распространения этих веществ, а так- 
же по запрещению их произволства и непользоваиия. Частью этой программы является эко- 
лого-зиалитический контроль. в который входят выявление м опепка источников загрязнения. 
опрелеление уровней загрязиения природных и пищевых объектов СОЗами в результате анг- 
ропогенного возлействия (прямого. косвенного или катастрофичсского) на окружающую среду 
и человека. 

Одним из наиболее падежных методов. характеризующих возлействие токсичных веществ 
па здоровье населения, является оценка уровня их содержания в лиагностических биообъектах 
Различные методы оненки воздействия токсикантов широко применяючся во многих странах 
мира. Они являюгся частью системы мониторинга за опрелеленными показателями состояния 
здоровья нассясния. выбранными в качестве ипдикаторов степени возлействия неблагоприят- 
ных факторов окружающей среды. Например. Агентством по охранс окружающей среды США 
осушествляется программа по оненке содержания дноксинов в грулиом молоке женщин из раз- 
личных регнонов страны. Центром но контролю за заболеваниями США (СРС) — националь- 
пая программа по определению свинца в крови и т.д. Подобные программы осушествляются 
в Канаде. Германии. Японии. Нидерлапдах. скандинавских странах. Спсинальныс программы 
по определению диоксинов и ПХБ в грудном молоке н крови выполияст ВОЗ, по другим ток- 
сичным вешествам — Межлупаролное агситство по атомной эисргии (МАГАТЭ). 

Для выявления пеблагоириятного позясйствия загрязнителей окружающей среды на орга- 
низм человека проводят опрелеление их солержания как в природных объектах. так и в орга- 
низме человека. При пыборе метолов определения токсикантов необходимо учитывать, что во 
многих случаях загрязнение пронеходиг не одним конкретным веществом, а их смесью. Как 
правило. выявить весь комплекс лействующих веществ удается редко. Поэтому в экотоксико- 
логических исследованиях принято использовать методы, позволяющие определить в одной 
пробе групиу токсикаитов. В связи с достаточно низкими кониентрациями (исключая ситуа- 
иии химических катастроф) экотоксикантов в биосредах для анализа необходимо использовать 
методики. характеризующисся высокой чувствительностью. Пижняя граница опрелеления ток- 
сиканта в биосредах лолжна быть на уровне нижней гравицы естественного содержания. Если 
опрелелясмос всшество в организме ие содержится. то при выборе методики ислесообразно 
ориентироваться на биологически допустимый уровень (БДУ) (см. гл. 8.5.2). При этом пиж- 
няя граница опрелеления не лолжна быть выше БДУ. Например. в результате Чернобыльской 
катастрофы произошло всем известное загрязнение объектов окружающей среды ие только ра- 
диоакгивными вешествами, по и сосдинениями токсичных металлов, таких, как свинец, хром. 
вольфрам и других. В этом случае использование дорогостоящего чувствительного многозле- 
ментного мегода анализа — масс-сиектрометрни с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС) 
для мониторинга объектов окружающей срсды и энидемиологического обследования населения 
было оправдано и весьма полезно (см. гл. 6.4 и 8.5). Выбор того нли иного днагностического 
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биосубстрата часто обусловливается аналитическими возможностями лаборатории и простотой 
взятия того или иного биологического образца. При этом нс всегда учитывается существующий 
мировой опыт по опрелелению наиболее адекватного диагностического биообъскла, обобщен- 
ный в токсикояогических профилях. обзорах ВОЗ по токсичным всшествам и ряле моногра- 
фий. В главе 8.5.4 при обсуждении аналитической лиагностики профессиональных и эколо- 
гически зависимых заболеваний прелставяены рекоменлусмыс лиз ностичсекис биосубстраты 
(но Сазагси апд Бош; Тожсоюду: Ше Вачс Ѕсіспсе оѓ роіѕопх, РИ Едиюп. 1998; Ревич Б.А., 
2004) и вешества. иаиболее значимые как загрязнители окружакмией среды населенных пунк- 
тов России. 

Для решения вопросов загрязнения окружающей срелы в первую очередь необхолимо вы- 
являть зирязнениыю регионы и источиики заражения. Экологический контроль небхагопри- 
ятных регионов осуществляется во всех развитых странах. однако известно, что этой проблеме 
псе еше улечяется недостаточное внимание. Причинами того. что экологический мопиторині 
развивается столь медленно являются техническая сложность. пысокая стоимость. Я также от- 
посительпа низкая произволительность определения токсикантов при необхолнимости праве- 
дения обслелования большого числа объектов. Это касается и миссового контроля пншевых 
пролуктов. т.е. метолики лолжны быть онюсительно простые. экспрессные и педорогие. 

Для получения стагистически достоверных результатов слелуст проводить сотни и тысячи 
определений экотоксикантов в объектах органической и неорганической приполы. Поэтому к 
современным тест-системам ирсльянляюхся сислукиние осноиые требования: высокая чувс- 
твительность. просгола вынолнения. испродолжительиос время проведения, высокая ипроиз- 
водительность. низкая стоимость анализа. Опснка произволительности. стоимости и точности 
наиболее распространенных в застояшес время метолов определения токсикаитов показала. 
что пля скрининга биологических образцов на содержание экотоксикаитов. например пести- 
инлов, с экономической точки зрепия более удобны экспрессные иммунохимические методы 
(см. гл. 6.2). 

Особое место ерели экотоксикаитов занимает группа лноксинов. ПХБ и хлопированных 
бензолов. 

„Диоксины 

В насгоямнее время насчитывается несколько десятков семейств этих токсикаитов. а общее 
число соединений превышает тысячу. 2.3,7.8-ТХЛД (аноксин) — самый токсичный предстлии- 
тель этой грушиы (см. гл. К.4). 

Распространение и применение. Диоксии является олним из продуктов при произволстве 
трихлорофенола. промышленного преанествениика гексахлорскрена и 2.4.5-трихлорофепокси- 
уксусной кислогы (2.4.5-Т). Образование диоксина увеличивается, когла температура в реак- 
ционной среде превышасг 160 “С. Растворы 2.4.5-Т (оранжевый агсит, Авст Огапре). широко 
применявшиеся но Вьетнаме в качестве лефолнанта, солержали до 30 ррт лиоксниа, сейчас 
такие смеси содержат меисс 0,1 ррт. Было обиаружсно. что диоксин сверхстабилсн и устойчив в 
окружающей средс; среднее лиевиос поступление в организм человека составляег около 0,05 нг, 
98% которого постунаст с пизней. 

Кониеитраиии в крови. Диоксин в сыворотке крови определястся в концеитраиии в сред- 
нем до 5 нг/л. Т, диоксина составляет в среднем 7.1 года. 

Диоксин — гилрофобиое сосдинение, имеюшее тенлениию к кумуляпни в жировой ткани. 
обнаружен и п поджелудочной железе. и в печени. Неизвестно. метабилизируется ли это ве- 
шество в организме человека. Основной путь экскреши! — с калом. Жировая ткань человека 
соаержиг в срелием 7.4 мкг/кг лноксина но еравиению с 80 мкг/кг у люлей. полвергнуииихся 
его возлействию. 

Токсичность. В табл. 10-6 ирелставлены копцентрации диоксина у человека, подвергавіне- 
гося его возлействию. 


Таблина 10-6. Коннентрании дноксииа (в мкг/кг) у человекл, полвергавшегося его возасйствию 


Кровь Мозг Легкие Пеюнь Поджелудочная Почка Жироная 
_ железа Ё ткань 
0.006 0.06 0.06 {1.15 1.03 0.04 1.54 
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Предполагастся. что во время войны в Южном Вьетнаме с 1962 по 1971 г.. США было 
выброшено в атмосферу порядка 170 кг диоксина в качестве примеси к используемому там 
дефолианту Азст Огапес (по другим подсчетам, почти 500 кг). Выброс яловитого вешества 
связали с ростом заболеваемости раком печени. онемением. появлением хлорных угрей {хло- 
ракнз, см. гл. 2.4.4). изменениями в поведении у ветеранов войны во Вьстиаме и дефектами 
при рождении их летей. До проведения дефолиации в Южном Вьетнаме рак печени был на 8-м 
месте срели всех заболеваний раком в стране, что составило примерно 2,9% обшего количества 
злокачественных заболеваний. В 1979 г. рак печени был уже на 2-м месте — примерно 10% 
обшего количества заболеваний раком. Заболеваемость раком печени в Ханое. Северном Вьет- 
наме (который не был подвержен прямому распылению) нс изменилась. Рак печени является 
слелствием хронического воздействия малых лоз диоксина у животных. 

Методы определения. Уровень диоксина в биологических пробах очень мал и для его об- 
наружения требуются высокочувствительные и специфичные метолы опрелеления — газовая 
хроматография с масс-спектромегрическим летектированисм (ГХ-МС) или высокоэффектив- 
ная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) (рис. 10-3, 10-4). 

На рисунке 10-5 показаны модели молекул 2.3,7,8- ГХДФ и 2.3.7.8-ТХДД. 

В Российской Фелерации установаси елиный регламент на содержание ПХДЛ и ПХДФ в 
почве — 0.133 пг/г. 

Ежссуточное прелельно допустимое поступление диоксина в организм человека в разных 
странах определено по-разному — от 1 до 200 пг/кг массы. 

Полихлорированиые бифенилы 

Срели СОЗ ПХБ нзиболес распространены. Они массово производились и использовались 
начиная с 1929 г. С тех пор и до ирекрашения их промышленного выпуска в 1986 г. в мире 
было произвелено около 2 млн тонн ПХБ. 

ПХБ относятся к классу ароматических сосдинений. состояших нз 2 бензольных колец, со- 
сдиненных связью С-С и замещенных 1-10 атомами хлора в орто-, мета- или пара- положениях 
{рис.10-6). Сушествует 209 индивидуальных химических структур ПХБ, отличающихся числом 
и положением атомов хлора в молекуле. имеющих общую формулу: С.Н, „СЇ, где х = 1—10. 

По своим физико-химическим свойствам ПХБ близки к лиоксинам. Размер молекулы в 
длину 9—10.5 А. в ширину около ЗА. ПХБ обладают рялом упикальных физичсских и химичес- 
ких свойств: исключительной термостойкостью и электроизоляционными характеристиками. 
инсртностью по отношению к кислотам и шелочам, огнестойкостью, хорошей растворимостью 


90 г 
20 у Я 7С..-2.3.7.8-ТХДД | 


Относительное содержание, % 
о&854 888 8 


Время удерживания, мин 


Рис. 10-3. Масс-хроматограмма 2,3,7.8-ГХДД, полученная па приборе МАТ 95 ХР, Тћепто Ріптівап. 
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Рис. 10-4. Хроматограммы станзартов — 2.3.7,$-тстрахлоролибеизюфурана (2,3.7.3-ТХДФ. 2.3.7.8- СОР) 
и 2,1,7.8-ТХДД (2.3.75-ТСОР) (вверху) и редлыюго образна (внизу) по полному масс-снектру (МС) 
(слева) и ганаем масс-сисктру (МС-МС) (справа) 


Рис. 10-5. Молели молекул 2.3.7.8-ГХДФ (а) м 2.3,7.А- ГХДА (6}. Обозиачение: атомы углероли — голубо- 
го. атомы нодоролы срого. атомы хлора — зеленого. агомы кислорода — красного ивета 


7 4—6 в 5 № о 


Рис. 10-6. Структурная формула ПХБ 
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» тетрахлоробифсеиилоюв (ХБ) — 0.06 мг/кг: 
• ПсхБ — 0.1 мг/кг. 

Олиака возможность применения этих пормативов пе обоснована ни имеющейся прибор- 
иа-мстодической базой. ии тем. что ПХБ ис встречаются отдельно. а только в виде смесей. 

Сушествуют большие различия в токсичности. способности к биоаккумулянии и биотранс- 
формации лли различных ПХБ. Производные, пе содержашие атомы хлора в орто-положении 
молекулы (орто-иезамешенные ПХБ), могут принимать планарную конфигурацию, которая 
энергетически панболес выгодна (рис. 10-7). Молекулы орто-исзамешенных ПХБ, являются 
панбодес токсичными и оказыпают лействие. зналогичиос лействию ПХДД и ПХДФ. 

Механизм лействия орго-незамешенных и мопо-орто-замешенных ПХБ зиалогичеи меха- 
низму лействия 2.3.7.8-ГХДД. 

Современные методы и пояхолы. используемые при анализе объектов окружающей среды 
на содержание ПХБ. позволяют определять все произнолные. несмотря па то что ни олиа хро- 
магографическая колонка ие может в настоящее время разделить все 209 компонентов ПХБ. 
Доминируюшими методами являются: 

» газожидкосттая хромагография (ГЖХ) с использованием селективного к хлоросолержащим 
сослинениям электроиозахватного детектора (Э3Д); 
ә сочетание ГХ с МС низкого разрешения: для определения планарных ПХБ (№ 77. КІ, 126, 

169) сочетание ГХ с МС высокого ризрешепня, 

Эти мстолы позволяют разрешать любыс проблемы. связанные с детектированием ПХБ не- 
шписимо от характера природной матрицы. 

Выбор метода определения зависит от коисчиой цсли анализа. Если псобходимо знать сум- 
марное или групповое содержание ПХБ. то используюг обычно ГЖХ. Если же ставится задача 
обнаружения онрелелеиного вешества из группы ПХБ (папример № 77 или № 169). то приме- 
ияюг более сложные и лорогостояшие селективиые методы. 


сі- / \ с 


—/ а – № 77, 3.3.4.4 -ТХБ 


Я б-м126.33. 44, 6-ПохБ 
р 
/ 
\ 
»—а 
У РА 
ЯЕ 2 
\ 
с 


з - № 166. 3.3.4.4. 5,5 :ГкХБ 


Рис. 10-7. Структурные формулы наиболее токсичных производных орто-нсзамешенных ПХВ: 3.3".4.4'- 
тетрахлоробифенил (а). 3.3`.4.$.5-пситахлоробифения (5). 3.3`.4,4°.5.5`-гексахлоробифенил (п). 
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Определения суммарного содержания ПХБ в объектах окружающей среды. В данном случае 
количественное определение ПХБ осуществляется сравиением хроматографического профиля 
анализируемого образна с нрофилем станлартных техиических смесей. Такой анализ проволиг- 
ся. как правило. методами ГХ -ЭЗД и ГХ-МС. 

На хроматографической колонке ИХБ не разлеляются на индивилуальные изомеры. они 
элюируются в пиле кластеров. редко достигая базовой линии. Для градучцювки используют 
различные коммерческие смеси. обычно смеси Арохлор. иленгификация осуществляется ис- 
ключительно по времени удерживания. 

В случаях. когда проба содержит только одну техническую смесь. эта методика дает улов- 
летворительные резульгаты. но если нроба загрязнена двумя техническими смесями и болес 
в исизвестном соотношении, то ин одна из технических смсссй Арохлор ис можст быть взята 
в качестве стандарта, что приводит к ошибкам опрелеясния. Кроме гого. вместе с ПХБ могут 
элюироваться н другие загрязнители. такие, как бугилмоиохлоролифсниловые эфиры, изоп- 
ропилхлоробифенилы. хлоробеизолы, хлороуглеволороды (искоторые пестипилы), которые не 
идентифииируются. ио включаются в общую сумму ПХБ. Несмотря иа неточиость метод ирост 
и удобен. 

Для такого рода анализа можно также использовать масс-спектрометричсский летектор. ко- 
торый заметно увеличивает селективность. Он облалает не менсе высокой чуветвительностью. 
чем ЭЗД, и позволяет осуществлять идентификанию на основании структурной информации 
по молекулярным и осколочным ионам в масс-спектре. Высокая чувствительность в ГХ-МС 
достигается при использовапии селективного детектирования выбранных ионов. Характерная 
картина изотопного распределения хлоросодержаших нонов лает лополнительные возможнос- 
ти лля илентификании. 

Кониепция определения суммы ПХБ имсет ряд нелостатков с точки зрения как их солер- 
жания в окружающей среде и технических смесях. так и токсического лействия. Определение 
суммы ПХБ без идентификации их состава используют только для прелварительной оценки 
загрязнения. 

В возлухс, рыбе. дониых отложениях, почве. растительных материалах обычно обнаружи- 
вается до 100 индивидуальных производных бифенилов. Поскольку физико-химические и 
токсикологические свойства изомерон ПХБ сильно различаются, то исобходимо проволить 
ссасктивное опрелелсиие. Например, измсиснис профиля изомеров может даь информацию 
о связи между сгруктурой ПХЬ и их распространением в природе или биотрвнсформацией в 
организме. Однако исльзя опрелелять ограниченное число произволиых. это может привести к 
недооценке общей суммы ПХБ. 

Включение п расчет диоксиновой иагрузки и риска наряду с ПХДД и ПХДФ диоксиио- 
полобных ПХБ привело к молификации методики определения ПХБ. К лиоксниоподобным 
относятся плаиарные произволные ПХБ, не солержащие атомов хлора в орто-положении и 
некоторые моно-, орто-замещенные производные. Их концентрации обычно малы. Есди тре- 
буются належная идентификация и точное опрелеление содержания изомеров. то обычно ис- 
пользустся ГХ-МС (1#изкого или высокого разрешения). так же как и лля определения ПХДД 
и ПХДФ. 

Хлорированные бензолы 

Хлорированные бензолы — группа химических соелипений. используемых в качестве оргаии- 
ческих растворителей. пестицидов. фуитицилов. компонентов химического синтеза. Они пред- 
ставляют собой молекулу бензола, в которой атомы водорода замещены 1—6 агомами хлора. 

Как правило. люди подвергаются воздействию этих вешеств па производстве, однако в нос- 
леднсе время постаточио высокие копцеитрации хлорированиых бензолов стали обнаруживать 
в воздухе, почне. продовольствии. воде. Чем выше степень хлорирования молекулы. тем ниже 
растворимость в воде и летучесть веществ. 

Исслелования на животных свидетельствуют о способности таких сосдинсний (гсксахло- 
робсизола, лихлоробеизола) вызывать карципому печени. почек и адсному паращитовидной 
железы. Исслслования хлорированных бензолов на генотоксичность дают отрицательный ре- 
зультат. Нет достоверных данных о канцерогенности хлорированных беизолов для человека. 
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Коэффициенты токсичности для ПХДД и ПХДФ относительно 2.3,7,8-ТХДД привелены в 
табл. 10-7. 


Таблица 10-7. Коэффициенты токсичиости ПХДД и ПХДФ относигельно 2.2,7,8-ТХДД 


Группа `Изюмеры Международные. ВОЗ, 1998 г. для: 
нэомерев А 
хал 2.3.7.8 Г І І 
Осгальныс 0 0 0 0 
Пехдд 1.2.3.7.8 0.5 | 1 1 
Остальные 0 0 о 0 
ГкХлд 1.2.3,4.7.8 0.1 0.1 0.5 0.05 
1.2,3.6.7.8 0.1 0.1 0.01 0.01 
1.2,3.7.8.9 0.1 0.1 0,01 0.1 
Остальные 0 0 0) 0 
Гахдд 1.2.3.4.0.7,8 0.01 0.01 0.001 < 0.001 
Другой 0 0 0 0 
ОХДЛ 0.001 0,0001 < 0,0001 0.0001 
ТХЛФ 2.3.7.8 0.1 0.1 0.05 | 
Осталыгые 0 0 0 о 
ПехдФ 1.2.3.78 0.05 0.05 0.5 0.1 
2.3.4.7.8 0.5 0.5 0.5 И 
Остальные 0 0 0 0 
ГкХДФ 1.2.3.4.7.8 01 01 0.1 0.1 
1.2.3.6.7.8 0.1 0.1 9.1 0.1 
2.3.4.6.7,8 0.1 0.1 0.1 0.1 
1.2,3.7.8.9 0.1 0.1 0.1 0.1 
Остальные 0 10 0 0 
ГахдФ 1.2.3.4.6.7.8 100 10.01 10.01 10,01 
1.2.3.4.7.8.9 0.01 0.01 0.01 0.01 
Остальные 0 0 0 0 
охдФ 0.001 10.0001 |< 0.0001 10.0001 


Примечание. ГКХДЛ — гексахлоролибензо-р-диоксин, ГкКХДФ — гексахлоролибензофуран. ГПХДД — 
геплахлоролибензо-р-лиоксин. ГаХДФ — гептахлоролибензофуран. ОХДД — октахлоролибензо-р-диок- 
син, ОХДФ — октахлородибензофуран. ПеХДд — пентахлоролибеизо-р-лвоксии, ПеХдФ — пенгахо- 
ролибензофуран. ТХЛФ — тетрахлоролибензофуран. 


Достижения аналитической химии и приборостроения позволили перевести изомероселек- 
тивное определение ПХДД и ПХДФ из разряла уникальных анализов в категорию выполняе- 
мых серийно, но по-прежнему такие работы являются вссьма трудосмкими. Наиболее надеж- 
ным методом определения содержания ПХДД и ПХДФ в различных матрииах являстся метод 
изотопного разбавления с лстсктироваиисм с помошью ГХ-МС высокого разрешения. что 
обссисчиваст высокую чувствительность и селективность, необходимые при таком анализс. 

Хромато-масс-спектромстр высокого разрешения Еіппіғап МАТ 95ХР является одним из 
приборов. септифицироваиных для даиного типа определений. Он удовлетворяет требованиям 
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методик Ш8-ЕРА 1613. 8290 и 1668. являющихся осповой методов ультраслелового определе- 
пия диоксинов и ПХБ в мире. 

В настоящее время в России имсстся 10 стаилартизованиых метолик, позволяющих качес- 
твению выделять и анализировать ПХДД и ПХДФ. Оин виесены в реестр Госстандарта РФ 
Методики включают отбор проб. виссепие изотопно-меченых стаидаргов (метол изотопного 
разбавления), экстракиию. очистку на многослойной (кислотно-щелочной) колонке с активи- 
ровациым углем. колонке с оксидом алюминия и собственно хромато-масс-снектромстричес- 
кое определение. 

Дня большиислва образпов может быть использована слелующая схема оирслеления этих 
экотоксикантов (рис. 10-8). 


Перевод экстракта 
Экстракция в гексан и Многослойная колонка 
токсиканта рихлорометан холодный или горячий вариант — 
из биообъехта => удаление видимых» примесей 


Э, вание при 110 °С аниа 
дик фирн Колснка с активированым 


я обратной промывкой 
Многослойная 50 слом НЕМ углем — отделение основной 
коронка части примесей 
Упаривание 
экстракта 
до 0,5-1 мл 


аф 


Добавление 5 мкл 
тридекана и упаривание 
до этого объема 


Колонка с АГО.: 
Промывка 20 мл 

гексан: дихлорметан (95:5) 
Элюирование 50 мл 
гексан: дихпорометан (1:1) 


Рис. 10-8. Схема обнаружения полихлорированиых производных бифенилов. бензолов и диоксинов в 
биообъекгах и объектах окружающей срелы. 


Соединения свинца и ртути * 

В России достоверные данные о содержапии свинца в крови детей получены в послелние голы 
после унификации методов сго определения с лабораторией (Вюо4 І епа І абогаіогу Кеѓегепсе Ѕучет) 
Цситра по контролю за заболеваниями США (СОС). Результаты этих работ вполие сопоставимы 
с ранее опубликованными ланными по загрязненным территориям пругих стран. но в городах РФ 
с металлургическим производством содержание свинца в крови летей сушественино выше. чем ре- 
гистрируемый в настоящее время средний уровень свиниа в крови летей США. Германии и аругих 
стран. где был запрешен этилированный бензин и сиижен выброс металлургических ироизвойслв (по 
данным Б.А. Ревича). В США лля работающего персонала допустимое содержание свинца в крови 
30 мкг/100 мл крови. При содержании свинца н крови беременных жении болес 15 мкг/лл возрас- 
тает риск спонтанных абортов. поэтому этот уровень рекомендован как преяслыто допустимый для 
беременных. За последние 30 лет в США и многих других странах выполнены крунные иссдедова- 
ния по онсикс связи межлу содержанием свинца в крови рсбсика м выраженностью тех или иных 
отклонений в состоянии здоровья. Биологичсской ПДК свинца или. как сс сие называют «уровнем 
озабоченности или пастороженности», принята величнна 10 мкг/лл крови. превышение которой со- 
провожластся сиижением коэффициента интеллекта 1Ю и способиости к обучению. поведеическими 
нарушениями. Олиако при содержании свинца пиже этой величины у детей наблюдаются опреде- 
ленные изменения нервно-психического характера. Кроме того. в настоящее время рассматривается 
роль свинца как фактора риска развития остеопороза в постклимактерическом периоде. 

Для прижизненного определения содержания свинца в организме используют математичес- 
кое молелирование (см. гл. 4). Математическое моделирование, осиовацнное на установлении 
взаимосвязей межлу солержанием свинца в крови летей и окружающей среле — воздухе. вопе. 
почве, пыли — позволило установить. что ночги у 2 млн детей в горолах России могут возии- 
кать отклонения в повелении и обучении, обусловаенные возлействием свинца, почти 400 тыс. 


~ Полробно о соединениях свянна, ртути. калмия и других металлов-экотоксикантоь, а также мышьяка — см. гл. 8.5. 
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нуждаются я мелипииском обследовании и поиториом определении свинина в крови. 1 тыс. — 
в сиспиалыюй терулиня. Очень важно. чта негативиые послелсгния могут обнаружиться и 
10 лет снустя носле возлействия токсикаига в раннем детстве. 

Во миогих исслелованиях в разных страмах мира используется определение свинил в во- 
лосах у летей и взрослых лля оценки эколого-эпилемической ситуации. Так. например. для 
работающих на нроизволстве солержание свинца пе должно превышал» 70 мкг/г, что соотвстс- 
звуег уровню свиниа в крови рабочих 40 мкг/лл крови. Для детей рекомендуется в качестве 
доиустимого уровня свинца в волосах 3 мкг/г и до 6 мкг/г для взрослых. 

В экологических исследованиях часто применяют хроматографические методы. Например. 
извлечение нелелых компонентов из крови или мочи осуществляют из паровой фазы мето- 
дом тверзофазиой микроэкстракнини — ТФМЭ (см. гл. 5.4). Микроконцентрации свинина в 
нельной крови и моче опрелеляют метолом ГХ-ПИД после превраиисния РЬ?" (по реакции с 
тетраэтидборатом матрия) в лстучее производное — тетраэтилсвииец (С ),Р6 и узавливания 
конечного продукта из паровой фазы (4 мл) шпринем © полилимегиленлоксановым волокном 
(100 мкм). Шприц с концентратом аналипа вводят в испаритель хроматографа. После термоде- 
сорбини пеленые компоиситы разасляются на кварцевой канилляриой колонке (30 м>х0.25 мм) 
с силиконом $РВ- при программированин темиерагуры (40—120 С) со скоростью 20 °С/мин 
(газ-носитель Не). 

Сопремеииая инперсиониая польтамперометрия позволяет определять солержаиие свиниа в 
пельной крови. исключая сталию предварительной полготовки пробы. Разработка новых тол- 
стонлепочиых и хегесп-ргинса электродов позволила созлать порталивные сенсоры, уменынив 
тем самым пеобхолнмый для анализа объем пробы ло | мл. а с помошью молифянированиых 
сенсоров эт объем можно умельиииь до 5) мкл. Для исключения металлической ртути и ее 
солей из опрелеления поверхность рабочего электрода молифииируется малорастворимой солью 
аиэтиллитиокарбамината ртути (1). Измерительная ячейка имеет обьем 0.2—0.4 мл. Опрелеле- 
ние проволится в три стални: формирование рабочей новерхности. накошюеиис. регистрания. 

Обтий выброс ртути в атмосферный воздух только от промышленных источников достиги- 
ег. по эксиертиым оценкам. 20 т в гол. Кроме гого, продолжается использование ргутьсолержа- 
ших пестицидов (гранозана), а на складских помещениях паходится до ХЮ т этих вешесгв. 

Содержание ртути и крови у людей. потребляющих большое количество морепродуктов. 
увеличивается ло 12,7 мкг/дл крови. Установлена корреляния межлу уровисм потребления 
морепродуктов и коицентрацией ртути в крови людей. Пороговым уровнем ртути в крови 
женшиі считают 2 мкг/дл, уровель выше 10 мкг/лл указывают на повыисиный риск для здо- 
ровья (Канада); США ориентируются на сие более пизкий уровень ртути в пупочной крови — 
(0.55 мкт/лл. В России в крови жительнии Санкт-Петербурга спелнсе содержание ртути в крови 
составило 0,12+0,33 мкг/л. 

В эколого-энилемиологических исслелованиях наиболее широко применяется определение 
паконления ртути в волосах. У людей мало и/или не употребляющих в пищу рыбу. содержание 
метилртути в волосах. как правило. не превышает 1—4 мкг/г волос. У людей. в ранноне ко- 
горых доля морепродуктов постаточно велика. почти вся ртуть в волосах содержится в форме 
мегилртути. 

При опрелелении оргзнических и неорганических форм ртути в биообъектах исиользуюг 
различные методы. например хорошие результаты даст применение гибрилиых методов (см. 
гл. 6). 

После экстракиии из крови образец лериватизируют и иолучают бутилпроизволные ртути. 
которые анализнруют метолом ГХ-ИСП-АЭС или ГХ-ААС. Возможно использование лля этих 
ислей (после этилирования) криотениой газовой хроматографии с атомно-флюореснелным 
детектироваяиием холодного пара или исйтропио-активаниоиного анализа в сочетании с экс- 
тракцией соединений ртути из образпов крови. Отпосительное стандартное огклонение резуль- 
гатов измерений составляет 0.06—0.09. При криогсином концентрировании чувствительность 
увеличивастся в 20 раз. Прелел опрелеления 0.2—0.6 мкг/л. 
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Заключение 


Человек загрязняет атмосферу в течение тысячелетий. и только за послелние полвека при- 
шло осознание того, что деятельность человека можст оказывать пегативиое влияние на окру- 
жаюшую среду. а ухудшение се состояния опасно для всех живых сушеств. в том числе и для 
него самого. Практически все горола России с населением более миллиона человек (включая 
Санкт-Петербург и Москву) должны быть олисссиы к Гили И категориям экологического пе- 
благополучия («наиболее высокое» и «очень высокое»). Мелики и экопоги установили прямую 
связь межлу ростом числа люлей. страдающих аллергией. броихиальной астмой, раком и дру- 
гими заболеваниями. и ухудшением экологической обстановки в лаииом регионе. 

Залачи экотоксикологии заключаются в установлении возможных путей аккумуляции. био- 
трансформации. множественных связей экотоксикаттов с теми или ипыми вилами биот и 
предсказании экогоксикологических послелствий. Особенно важны количественные характс- 
ристики устойчивости токсикаитов и продуктов их преврашений в природиых условиях. кото- 
рые получают либо в ходе мониторинга — отслеживания изменения кониентраций отдельных 
химических сослинений путем систематического анализа представительных проб воздуха. волы 
и почвы, либо в результате лабораторного молелирования. 

Традинионно лля определения содержания экотоксикаитов применяюг разнообразные, но 
обязательно высокочувствительные хроматографичсские методы. капиллярный элсктрофорсз. 
ИСП-МС н лругие. Олнако эти методы требуют дорогостоящей аппаратуры и высокой квали- 
фикации персонала и малоприголны для опсративиого контроля в полевых условиях. Кроме 
того, опрелелению кажлого биообразиа чаше всего ппелисствует пробоиолготовка. Экологи- 
ческий мониторинг основан на регулярном проведении определений большого числа образиов 
или едипичных образнов. но содержащих иесколько токсикантов. Техиология высокопропуск- 
ного скриниига (НТЅ) значительно повьшиает производительность лабораторий ири соблюде- 
нии правил наллежашей лабораторной практики (НЛП. СЪР). 

Взанмоотношсния человека с окружающей срелой — одиа из сложнейших проблем совре- 
менного естествознания. Главная задача охраны природы — обеспечить установление равновс- 
сия межау использованием и восстановлением ее ресурсов. 

Во мпогих странах имеются национальные программы природоохраны, учитывающие мест- 
ную специфику. Как показывает практика, приролоохранная леятельность быстро превраша- 
ется из региональной в национальную. а затем и глобальную. усиехи которой зависят ог всего 
мирового сообшества. 

В 1992 г. Организацией объединенных наций нринят глобальный план по охране ириролы 
на ХХІ вск. паправленный ва поддержание и усиление экологической безопасности. Так. в ре- 
зультате принятых мер в Норвегии и Швеции улалось в определенной степени стабилизировать 
состояние окружающей среды и реализовать основные направления нанионадьных нрограмм 
по охране и озлоровяению приролы. 

Россия находится в начале пути. по которому уже лостаточно успешно прошли многие стра- 
ны. «адо только освобождаться от обывательства, <... > беречь огонь сердца, укреплять свое чувс- 
тво ответственности и превышать требования, предьявляемые к самому себе» (Ильин И.А.). 
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БИОЛОГИЧЕСКАЯ ОПАСНОСТЬ 
И БИОЛОГИЧЕСКИЙ ТЕРРОРИЗМ 


А цирь тем ядом нанитал 
Свои! послушливые стрелы 

И сними гибель разослал 

К соссанм в чуждые пределы. 
А.С. Пушкин 


Возможно. пирусы с их способиостью включиться в клеточный 
сеном и покидать его были акгивмыми участниками процесия 
оптимизации тенстического матсривла всех живых сушести 

в ходе эвоаюнии. Просто мы этого ие замегили (1969). 

С. Лурия, 

лауреат Нобелевской премии 


11.1. ОСНОВНЫЕ ПОНЯТИЯ 


В конце 30-х годов ХХ века появилось понятие «омерджентные вирусные болезни». ставшие 
в 90-х годах одной из главных проблем здравоохраисния. В течение послелних КЮ лет ученые не 
раз меняли свое представление о природе вирусов. В 199$ г. искоторые специалисты при исслсдо- 
ванни причин заболеваемости крупного рогатого скота коровьим бешенством пришли к выводу. 
что инициатором заболевания может быть минеральная матрица. Иначе нельзя объяснить тот 
факт. что эксиериментальные живозные заболевали прн введении инфицированного материала. 
прокаленпого при 600 °С, т.е. полностью минерализованного. Сегодня предполагают. что вирусы 
существуют между живым и исживым мирами и являются основными участниками эволюнпин. 
Люди разрушают природу. а это влечет за собой нарушение биологических связей и исчерпание 
условий существования. Со временем волиз природных инфекций булет только нарастать и в этой 
лавине можно легко спрятать специально создлиные возбулители — мошное оружие «без обратно- 
го апреся». Если страны разлелягся на тех. кто влалеет геиными и молекулярными технологиями. 
и на тех. кто безнадежно отстает, то люли поделятся на экспериментаторов и полопытных. 

В 1975 г. вступил в силу основополагающий правовой локумсит в сфере исрасиростринеиия 
биологического оружия — «Конвениия о запрешении биологического и токсинного оружия» 
(КБТО). В отличие от аругнх вилов оружия массового уничтожения — ядерного и химического. 
которыми в настоязиее время располагает ряд государств мира. участники КБТО обязались не 
разрабатывать, не производить, не накапливать. не приобретать и не персдавать бвологическое 
оружие. Два основополагающих правовых документа — КБТО и Коивенция о биологическом 
разнообразии (1992)®. принятые мировым сообществом. должны были бы снизить угрозу гло- 
бальной биобезопасмости. Олнако этого не случилось. и человечество сеголия вплотную по- 
лошло к той грани. за которой возможны случаи биологического террора. В перечне наименсе 


В 1995 г. Российская Федерииия ратифинировала Конвениию о биологическом разнообразни и поллисала «Прото- 
кол о биологической безопасности». регулирующий обработку и межгпяничный перснос «любых живых измененных 
организчои, янлякинихся результатом использования биотехнологических методов и способных оказать пеблагоррият- 
ное возлействие на сохранение и уетойтивое использовиние бнологического разнообразия орғапизмов». 
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контролируемых и иаиболее опасных угроз человечеству полавляющее болынинство экспертов 
иазывают биоагрессию. биотерроризм и экологические войны. Это заключение осповывается 
как на уже свершившихся фактах террористических акний в США, Японии. Инлии. Китае и 
ряле других стран. так и на достижениях в развитии биотехнологии. молекулярной биологии 
и мелинииы. Особую опасность представляет ғрунна эмерлжеитных инфекций вирусиой ири- 
ролы. против которых отсутствуют эффективные терапевтические средства. Эмерлжеитиость 
(возинкновеиис. появление нового) следует понимать как наличие у какой-либо системы осо- 
бых свойств. не присуших ее полсистемам и блокам. Подобие части и целого не означает их 
идентичности. Еще в античные времена была сформулирована аксиома: иелое больше сум- 
мы его частей. Сейчас она чиластся как аксиома эмерлжеигности: целое всегда имсег особые 
свойства. отсутствующие у частей — подсистем, и не равно сумме элементов. ие объелииенных 
системообразующими связями. Например, свойства биологического вила или биологической 
популяции не представляют собой свойства отдельных особей. Эмердженгность иевозможио 
разложить на составляющие. сс можно лишь принять как даниость и исобходимо изучать ис- 
посредственно. Это есть нечто изначально нелостиюе. неделимос, присущес только всей систе- 
ме в целом и никакому элементу системы в отдельности. 

К настояшему времени созданы предпосылки для разработки усовершеиствованных био- 
логических срелств массового поражения. По прогнозам аналитиков, 1990—2010 тг. — период 
разработки агентов. мишенью действия когорых булут гсниые структуры клеток. Практически 
любые научные достижения могут быть использованы двояко — как орудис добра и зла. 

В феврале 2007 г. США заявили о своем отказе поддержать проект протокола к Межлу- 
народной конвенции о запрешении биологического и токсинного оружия, ссылаясь иа то, 
что проект протокола подвергиет риску пацшиональную безоиасность и конфиденииальную 
коммерческую информацию. Специфика биотехнологий состоит в том. что все они имеют 
лвойное нримснеине. Работы ио созланию биологического оружия легко замаскировать вол 
производство мирной продукиии. У цсхов и лабораторий отсутствуют характерные иризнаки. а 
сами готовые срсаства наступательной биологической войны чрезвычайно компактны. Произ- 
водить биологическое оружие можно и на пивоварсином заводе. и иа предприятии по выпуску 
йогурта. Обнаружигь такое производство и установить его истинное иазначение чрезвычайно 
сложно, а ма основе добровольности. как предлагает протокол. — с точки зрения США — во- 
обше невозможно. По этим причинам эффективный международный режим нроверок является 
почти неразрешимой задачей, Правительство США начиная с 1995 г. исизменно признает нс- 
способность любого из иредлагдемых протоколов улучшить возможность провсдения проверки 
соблюдения Конвенции о биологическом оружии. 

В настояшее время ограничения использования террористами и криминальными структу- 
рами биологических средств для устранения отдельных личностей или проведеиия массовых 
террористических акций обусловлены исихологическим и иителлектуальным факторами. но ие 
техничоскими возможностями. 

Ареалы обитания огромного числа возбудителей опасных пнфекииониных болезней хорошо 
изнестиы. Рассматривать возбудителей инфекциониых болезией. встречающихся в природе, п 
качестве исходного материала лля разработки биологического оружия правомерно. но вероят- 
ность их использования без применения специальных технологий и оборудования как биоло- 
гического оружия массового уничтожения певелика. 

Однако существуют многочислеиные природные токсины и биорсгуляторы. которые. как 
локазываюг реальные примеры их использования (ринин, сакситоксии, тетродотоксни, батра- 
хотоксии, амагоксин и др.), следует серьезно учитывать при системном поцхоле к бполоғичес- 
кой безопасиости. 

Биологическая опаспость* — отрицательное возлействис биологических патогенов любого 
уровня и происхождения (от прионов до многоклеточных организмов). создающих опасиость в 
мелико-сопиальной. технологической. сельскохозяйственной и коммунальной сферах. 

Биологическая безопасность — состояние зашищенности люлей. сельскохозяйствениых жи- 
вотных и растений. окружающей приролной среды от опасностей. вызваиных или вызываемых 
источником биолого-сопиальной чрезвычайиой ситуации. 


* Термины н определения ланы согласво Сираиочнику по поражаюшему действию биологического оружия. 1995 г. 
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Биологический терроризм — использование онасных биологических агентов для нанесения ушер- 
ба жизни и злоропыю людей рали лостижения целей политическою и мазериаяьного характера. 

Биорегуляторы — вемества биологического происхождения, существенно влияющие иа про- 
тсекакииие в ормиизме процессы. 

Генетически модифицированные (сконструированные) оргапизмы — микро- и макроорганизмы 
с искусстиенио измененным гспомом. определяющим варнаиции свойстн организма. 

Источники биологической опасности — совокуипость природных и техиогсиных биологических 
ракторои, способных причинить сушествениый врел злопонью люлей и животных вплоть до их гибе- 
ли. а закже унеро обществу и экономике пугем распространения опасных биологических атентон. 

Обеспечение биоявеической безопасности — соблюление правовых порм. выполнение сани- 
тарно-гигиенических и санигирио-эпилемиологических правил, технологических и оргапиза- 
нионно-гехнических требовзинй. а также проиелсние соответствующего комплекса праиовых. 
самитарно-гигиенических. санитарно-эпидемпологических, организационных и технических 
мероприятий, направленных на прелотврашение. ослаблецие и ликвилацию заражения людей. 
сельскохозяйственных животных и растений инфекинонными болезнями. 

Экопитогены — совокупность факторов природного и техногенного происхождения, нано- 
сяших ушеро объектам окружающей срслы. 

Опасные биологические агенты — патореипыс микроорганизмы, токсины и наразитические 
организмы, вызывающие заболевания человека. живогных. растений. разрунение материалов, 
резкое ухудшение качества окружающей среды. 

Бактериояосическое (биологическое) оружие — специальные боеприпасы и босные ирнборы 
со срелстиами доставки, снаряженные биологическими средствами, предназиаченными лля 
поражения живой силы противника, сельскохозяйственных жинопниях. носснов сельскохозяйст- 
венных культур, а также порчи искоторых видов сиарижения и материалов. 

Токсинное оружие — разновидность биологического оружия. поражаюшее дейсгвие которого 
основапо на болезнетворных свойствах токсинов различного происхождения. 

Гоксины — высокотоксичные пролукты микроорганизмов. природные яды животного или 
растительного происхожления либо их апалоги. позученные методами химического снитеза, 
белки. обладающие высокой биологической активностью и чрезвычайно токсичные для вы- 
сших животиых (рицини. лифтерийпый токсин, ботулипический токсин и т.д.). 

Генетическое оркжие — разновидносгь биологического оружия. норажающее лействие ко- 
торого основано на использовании свойств генетически молифиниповаиных микроорганизмов 
или специально сконструираваиных молекул нуклеиновой кислоты. 

№ \\емтре комооли болезмей «СМС САМА опасмые бмолосимескме асела подххллелями ил 
3 категории онасмасти: А, В, С. . 

Категория А — эло иысокоприоритетные агенты, представляющие риск лан наниональной 
безопасности (иапример. Вас их апћгасіѕз. Сояпит Ботшіпит, Үегзіпіа резіх, Рагіоіа тајор). 
К категории А отнесены возбулители, способные передаваться от человека к человеку, вызы- 
нать высокую заболеваемость и смертность, провопировать панику срели населения. Для ина- 
ктинации биоагентов категории А требуются спениальные средстна зашиты. 

Категория В — это высокоприоритстные агенты (папример, рицин. є-токсин, энтеротокси- 
ны). Возбудители катсгории В вызывают заболевания с низким уровием смертиости и умерен- 
ной выраженностью остальных признаков. 

Категория С — это наиболее приоритетные агеиты — эмерджсигпые патогены, которые 
могут быть сконструированы и луссеминированы (например, хантавирусы. вирусы клещевого 
эннефалита). В категорию С отиесены возбудители, которые могут быть применены н качестве 
оружия массового поражения после различных. в том числе и генно-инженерных. мапипуля- 
ций в силу их высокой трансмиссивпости и способиости к воспроизводству и вызывающие 
высокую смертность. ќ 

Совершенстнование подготовки спсииазистов. осушестпляюших лабораториую анагности- 
ку природиых токсинов и опасных биологнческих агентов, являстся необходимым этапом в 
обеспечении биологической безопасности страны. 

Изучением природных язов — токсинов — заиимаегся самостоятельная наука токсиноло- 
гия. Олнако. исхоля из ислей настояиего излания. далее будет лана криткая информация о 
метаболизме и методах аналитической лиагиостики природных токсинов. 
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Яловитосль — универсальное явленис в живой природе. Среди животных и растительных 
организмов ядовитые формы встречаются практически во вссх таксонах. Хорошо известна вы- 
сокая токсичпость бактериальных ядов. 


11.2. ПРИРОДНЫЕ ТОКСИНЫ: ИСТОЧНИКИ, КЛАССИФИКАЦИЯ, 
ТОКСИЧЕСКИЕ И ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ, 
МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 


По своей химической структуре токсины пссьма разноролины: это элифатическисе. аромати- 
ческие и гетсропиклические сосдинения. относяшшеся к алкалоилам. стероилам, полипепти- 
лам и другим группам биологически активных веществ. 

Источииками токсинов могуг быть и простые микроорганизмы. и сложно организованные 
позвоночные. Действие токсинов может вызывать острое или хроническое отравления, пора- 
жая при этом елва ли не все систсмы организма. Огромное количество сослинений. которые 
полхолят пол опреаеление ирирояных токсинов. используется в лечебных пелях. Классически- 
ми примерами являются эрготамин, салициловая кислота, серлечные гликозиды (дигоксин), 
антибиотики (пенициллин. циклоспорин), токсин ботулизма, который примснястся при ле- 
чении блефаростазмов. Природные сосдиисния. употребляемые в качестве наркотических вс- 
шеств. такие как каниабис. кокаии и морфин. представлены в главе 7. 

Разнообразная клиническая каргииа отравлений токсимами, с одной стороны. и часто очень 
сложная, лабильная их структура. с другой стороны. ограничивают возможности токсикологи- 
ческих и аналитических исследований при идентификации токсинов. 

Мпогочислениые химических классы соединений. встречающиеся срели токсинов. позво- 
ляют ранионально их системзтизировать только на основе биологической классификации. 

К организмам. пролупирующим токсины, относятся: 
бактерии: 

грибы: 

высшие растения: 

беспозвоночные: 

позвоночные. 

Рассмотрим лишь некоторые из них. 


Токсины бактермального происхождения 


Срели множества токсинов. продупируемых патогенными бактериями, внимание токсико- 
логов-амалитиков привлечено к 3 наиболсс сильным бактериальным токсипам: тетанус-ток- 
сии, токсин богулизма и веротоксин. 

Токсин ботулизма и тстанус-токсин выделяются облигатными анаэробными бактериями 
вила Сюямаит и относятся к нсйропаралитическим ядам. Токсин ботулизма состоиг из 4 
пептидов с молекулярной массой 150—900 кд. Тстанус-гоксин состоит из 2 пептидов, объсли- 
нениых лисульфидной связью (50— КЮ кДа). Клостралиальные нейротоксииы являются силь- 
исйшими из известных ялов. 

Токсим ботулизма относится к «живым» ялам, в оргаиизм попадает с пншей. заражениой 
токсииом С. ропитит. Клиническая картина: диплония. птоз с последующим ошутенисм сла- 
бости верхних. затем нижних конечностей; в тяжелых случаях развивается паралич лыхатель- 
ных систем. Слециальных метолов лечения ботулизма нет. Возможно применение аптитоксина. 
Аналитическое определение токсини ботулизма требует сго идентификации в крови или кале па- 
циента. Для диагностических пелей применяют чувствительный иммупоферментный анализ — 
ИФА (технология ЕЦЅА. см. гл. 6.2). Как способ летекпии обнаружения бактериальных спор 
и токсинов используется биосенсор. основанный на электрохемилюминеспенции. Этот анали- 
затор облалает чувствительностью. позволяющей обнаруживать фемтограммы токсинов. 

Тетапус- токсин образуется в некротизироваиной ране при заражении спорами С. гегапі. 
Особенно опасен неонатальный тетанус-токсин (летальность при заболевании составляет 24%). 
Вероятность летального исхода снижается при использовании аититоксина и внутривенном 
введении пснициллииа. В пастояшее время ист сведений о широко применяемых аналитичес- 
ких методах идентификации и количественного определения тетанус-токсина. 
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Олин из штаммов широко распространенной кишечной палочки Ё. сої, встречающийся 
обычно в кишечнике крупного рогатого скота и лругих живогных, продуцирует сильный кито- 
токсин — воротоксин (теғоѓохіл). или вероцитотоксии (уелосугогохіп). Химическая природа вс- 
ротоксина до сих пор не установлена. Веротоксинпролупируюшие штаммы Е. сой определяют 
при помоши полимеразной цепной реакции (ПЦР). ДНК-гибрилизации и анализа питоток- 
сичности всротоксина. Прочие штаммы 2. сой. а также и лругис виды бактерий продуцируют 
дизентерийные токсины. которыс способны вызывать отравление при употреблении заражен- 
ного мяса. ис прошедшего достаточную тепловую обработку. Для детекции обпаружения ли- 
зснгерийного токсина в образнах кала больного и в зараженном мясе применяется ИФА 


Микотоксины 


Микотоксины прелставляют собой группу потенциально токенчных вешеств. выделяемых 
различными вилами грибов. Только немногие виды грибов пролупируют токсииы. вызываю- 
щие смерть при попалании впутрь. Значительно большее количество грибов. паразитирующих 
на пищевых продуктах. вылеляюг токсины. которые могут быть причиной нежелательных эф- 
фектов при хроническом попадании в организм в малых количествах. Важную роль в диагнос- 
тике отравлений играют лпалитические токсикологические исслеловаиия. 

Афлатоксины 

Афлитоксикоз — отравление, вызванное употреблением пиши. загрязненной грибками роли 
Азретиз. Афлатоксины ВІ. В2, СІ и С2 — группа микотоксинов. продуцируемых пзеснепы- 
ми грибами А. Лагиу и А. рағаѕйісиу, которые встречаются в нише человска н кормах животных 
(например. в кукурузе, арахисе. фисташках). Механизм действия их заключается в том. что они 
после метаболической активиции способны сосдиняться с пурниовыми основаниями, нарушая 
связи комплементарных пар оснований в лвухценочечной молекулс ДНК. и н результате угнс- 
тать репликапию и транскриниию ДНК. а также инлупировать мутации (см. гл. 3). Афлатокси- 
пы — потенциальные канцерогены. 

Афлатоксин В, является наиболее токсичным. Ето главный метаболит — афлатоксии М, 
(рис. 11-1) — обычно экскретируется из организма с мочой или грудным молоком при упот- 
реблении загрязненной грибками пиши. Другой пролукт метаболизма афлатоксина В,. превра- 
шаясь в эпоксил. реагирует с ДНК и может провоцировать гепатопедлюлярную карииному. 


Афлетоксин С> Афлатоксин М, Охратоксин А 


Рис. 11-1. Структурные формулы афлагоксииов и охратоксина А, 
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Сущсствуст иссколько аналитических методов опрелеления в групном молоке. моче и об- 
разцах кровн афлагоксинов С. С.. В, и В,. Методом ТСХ афлатоксины разделяют на индиви- 
дуальные компоненты В1. В2. Сі и С2. При детектировании в УФ свете первые 2 флюорес- 
цируют синим. вторые 2 — зеленым цветом. Онисапы процедуры их определения при помоши 
высокоэффективной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ). ИФА. однако прелиочтительным 
мстолом являстся высокоэффективиая жидкостная хроматография (ВЭЖХ) с флюоресцентной 
астекцией. 

Охратоксин А — широко распространенный мнкотоксин, выделяемый грибами А. осйгасеих 
и РешсЙйнит уегтистоуит, его можно обнаружить в зернах кофе. злаков, крупиных пролуктах. 
специях и г.д. Кроме того, нозможно заражение человека по пищевым цепям. например через 
потребление свинины. Охрагоксин А (рис. 11-1) очень устойчив вслелствие связывания с ком- 
понентами плазмы крови, Т, составляст около 35 лней. является каицерогеном, тератогеном 
и иммунотоксичным агситом. Механизм токсичности заключается в увеличении уровня пе- 
рекиспого окисления липидов, ингябировании реакций алкилирования аминов и. возможно. 
превращении в метаболиты. способные образовывать алдукты ДИК (см. гл. 3). Идентифика- 
нию и количественное опредсление охратоксина А проводят с помошью ТСХ, ИФА. ВЭЖХ с 
флюоресцентиой делекцией при ллиие волны 330 им. ВЭЖХ с масс-селективным делектиро- 
ванием (ВЭЖХ-МС). 

Деоксиниваленол. 1-2 токсин, зераленон 

Среди других микотокениов, представляюиих опасность для человека. необхолимо огме- 
тить микотоксины Ризагйия: Ё. хгапипеагит (СпЬБегейа <еае). Е. сштогит. Е. зроготейогаех. про- 
дуцирусмые илееневыми грибами, паразитирующими на зериак злаковых растений (кукуруза. 
ишенииа). Тоинота. рвота, боль в животс. диарея. головокружение и головная боль возника- 
юшие через 5—30 мии после употребления в пишу покрытой плесенью пшеницы и кукурузы. 
яваякяся основными симитомими отравления ими. 

Деоксиниваленоя (ДОН) представляет собой микотоксин. принадлежащий к типу трихоте- 
цена (пспошфесепе) и являстся модулятором иммунной системы (рис. 11-2). Ежедневная доза 
токсина, к которой человек толсраитен. составляет 0.5 мкг/кг. 

7-2-токсин (рис. 11-2) также представляет собой микотоксин. принадлежащий к типу три- 
хотепена (исйошесепе) и являсчся потенциальным биологическим оружием. поскольку вызы- 
васт отравление под названием «элемеитариая токсическая алейкия» с уровнем смергиости бо- 
лес 50% (гиперемия слизистых оболочек. слабость. лихорадка. тошнота. рвота. гастроэнтеритлы, 
прогрессирующий лимфошитоз. анемия). 

Зераленон — производное бензоксаниклотетраденина. относится к числу нанболее распро- 
страненных микотоксинов (рис. 11-2). Из грибков Сіррете/а зеае. раиес называемых Рихайит 
ататитеагит. выделяют несколько изомеров этого токсина: цис-. транс-. О- и _-изомеры. Все 
они обладают эсгрогенной и апаболической активностью. Этот гоксин в последенее время ак- 
тивно используется в качестве донингового средства в спорте высших лостижений. 

Обычно через зараженное зерно человек подвергается возлействию сразу нескольких ток- 
синов Адайит. поэтому большииство аналитических методов. используемых лля определс- 
ния микотоксинов, проводится в одиой процедуре. Для оперативного скрининга используется 
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Рис. 11-2. Структурные формулы дсоксипиваленола. зераленона и Т-2-токсина. 
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ТСХ. Большинство методик количественного опрелеления осповано на газовой хроматографии 
с электроно-захватным летектором (ГХ-ЭЗД) и ВЭЖХ. В ГХ-МС пределы обнаружения лля 
& различных микотоксинов. включая ДОН. Т-2 токсин. зералепои, лежат в нитервале 0.|-- 
0.5 мкг/кг, вероятность обнаружения составляет около 90%. 

Эргоалкалаиды спарынви 

Плесневые грибы С/аужеру ригригеа паразитируют иа зернах злаков, чане всего на ржи. во 
время дождливых сезонов и вылеляюг токсины. иззываемые эргоалкалоилами (рис. 11-3). ко- 
торые в свою очерель вызывают заболеннише эрготизм (диарея, рвота, гангрена, коннульсии. 
угнетение нентральной первиой системы — ЦИС или мзинакальное возбуждение). В основе 
химического строепия эргоалкалоилон лежит зизергинован кислота (рис. 11-3). Известно 12 
оснопиых алкалоилов этой группы. Рекомсидуемымя методами определения эргоалкалоидов н 
сыворотке крови является ВЭЖХ с флюоореснентной или масс-селекнизиой нетекиней после 
тверло-жидкоснюй экстракции. При исследовании мочи методами выбора является ТСХ и 
ГХ-МС. 

Токсины галлюииногенных грибов 

Некоторые прелетанители базилиомицетов солержаг галлопиногены: к наиболее известным 
прелставитслям относятся Атапіа тихсапа и некоторые пилы РАЙосубе. Мухомор распрпосгра- 
нен в северном полушарии. а также в Южной Африке. Южной Америке. Австралии и Новой 
Зелаиаии. Несмотря па широко расиространениое мнение о яловитости этих грибов. смелтель- 
ных случаев срели людей зарегистрировано не было. Важиейшим токсином мухомора явлистея 
ис мускарип (хотя он и присутствуст в слеловых количествах). а иботеновая кислота и ее дс- 
карбоксилированное иронзводнос муспимол. Отранлсине мухомором в результате умышлен- 


б 


Рис. 1-3. Структурные формулы лизергиновой кислоты (а) и эрғотампиа (6). 
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ного употребления проявляется через 20—150 мин в виле 
песихоактинного эффекта. Мусцимол (рис. 11-4) явяяется 
р 7 агонистом ГАМ К-репспторов. Это вызывает угнетение 
ЦНС. проявляющееся в сонливости н толовокружении 
с последующим улучшением настроения. возрастающей 
моторной активностью (тремор. возбужление, галлюпи- 
ое нанин). Сисиифических антидотов нс существует. Исчез- 
повение симитомов происходит в процессе метаболизма 
Рис. 11-4. Структурная формула мус- токсинов в организме. Не существует падежных методов 
па: анализа иботеновой кислоты и мусинмола в крови и моче. 
Для их определения в грибах использустся ион-парная 
ВЭЖХ с УФ -летектором после экстракции метанолом. 
Грибы. накапливаюцие псилоцин и псилопибин: 
• іғорћағіасеае (строфариевые) — Ручосубе. Эторвана: 
* Сорғінасеае (навозники) — Соремта, Рапаепіпа, РапаеоЇиѕ, Рѕа!ћуғеПо; 
* Сотіпағіасеае (паутиниики) — Сутпорйих ( Рройоа), Гпосуђе; 
. Р/шеасеие (плютневые, также называемые вольварисвыми) — Р/шеиѕ; 
• ВоЬтасеае (болбитусы. в просторечии «бурые поганоҷки») — Аетосубе. Сопосубе: 
• Расмуцовитасеае (ряловки) — Сегонета. Мусепа: 
* Нурғорћоғасеае (тигрофоры. или мокрухи) — Иусгосуве. 

На территории России обнаружены 3 вила псилоцибинсодержаших грибов (рис. 1-5): Руйо- 
суђе ѕетШапсеата (арсал распространения Ленингралская область. Дальний Восток). /посуђе согу- 
Чайна (Центральная и Южная Россия) и Ранаеоиу зибБайеаииу (Цептральная Россия. Средняя 
Сибирь). Отмечены случаи изъятия из незаконного оборота грибов рола Соргтис. Па рис. 11-5 
привелены фотографии псилоцинсолержащих грибов. 

Псилоцибический синаром. возникающий ири употребленин многих видов повсеместно 
расиространсниых исилоцибов. обусловлен содержанием исилопцибнина (рис. 11-6) и дефосфо- 
рилированного исилоцина. который в 1.5 раза активиес исилоинбина (см. гл. 7). Интоксикации 
псилопибинсолержашими грибами всегда прелнамерсины. Осповные вещества, обладающие 
галлюпиногенпой активностью, и их прелиественники: псилоцин [4-гидрокси-диметилтрипта- 
мин (ДМТ). псилоцибин (эфир 4-гилрокси-ДМТ и фосфорной кислоты). басопистин [(эфир 
4-гидрокси-М-метилтриптамииаз (МТ) и фосфорной кислоты) | и норбасоцистин (эфир 4-гил- 
рокси-трипламина и фосфорной кислоты) обнаружены в псилонибах. В зависимости от вила 
и условий произрасгания в олиночном грибе в пересчете на сухой вес содержится от (.004% 
и менес до 0.1—0.2% псилоцина и от менее 0.08 до 3,3% псилоңибина. Кроме того, в грибах 
обнаружены серотонин, триптофан, гринтамии и мочевина. Для опрелеления исилопибина и 
родственных индольных алкалоилов в образцах грибов или биологическом материале исполь- 
зустся ТСХ (система метанол—25% раствор аммиака). Псилоиибин и псилоцин проявляют 
при ллине волны 254 нм в УФ-свсте, затем опрыскивают реагентом Ван-Урка для инлольных 
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Рис. 11-5. Внешний вил грибов Реосуће. 
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• Герой хрр: 
• Сопосуђе Пағі5. 

Токсическае действие проявляют циклические полннентины (рис. 11-8): фачлотоксины 
(бипиклические гептанептиды). вирогоксипы (моноциклическис гептапептилы) и аматоксины 
(бициклические октапептилы). Фаллотоксины разрушают органеллы клетки за счет лизнса ми- 
гохонлрий и высвобождения ферментов. стимулируют полимеризацию С-актинов. усиливают 
потерю клетками ионов Са?” и К`, в плазме крови необратимо взаимолействуют с белками. по- 
ражают печень. Амагоксины необратимо ингибируют РНК-полнмеразу Ш. Отравление бледной 
погаикой можно условио разделить на 3 фазы. Первая начинается спустя 6 ч после употребле- 
пия грибов н характеризуется лихоралкой и холерополобной диареей. Опа объясняется дейс- 
звием фаллоилинов и успсшпо лечится восстановлением электролитного баланса крови. Вторая 
фаза наступаег спустя 2—3 дня в виде кратковременной ремиссии. которая является ложной. 
затсм она сменяется сше более опасной третьей фазой. характсризующейся гспаторенальными 
симитомами. вызванными действисм аматоксинов на РНК-нолимеразу. Поврежление печени 
происходит за счет увеличения активности аминотрансферазы в плазме. Отравления аматокси- 
нами смертельны. с- и В-Амапитины — целевые вешества ири исследовании биообъектов при 
отравлеини бледной ноганкой. о-Аманитин выделен из бледной поганки Летерьером в 1826 г.. 
ав 1893 г. французский врач Сиберт впервые описал фаллоилиновый синдром как связанный 
с возлейстием В-аманитииа. Блелпая погаика содержиг в кажлом грамме сырых грибов 0.08 м! 
х-аманитина и 0.05 мг В-аманитина. всего 0.13 мг. Смертельная лоза о-аманитипа для человска 
составляет 5—8 мг (перорально). Аманитины солержатся но вссх вилах грибов. в том числе и в 
съедобных. Ни один из прелложенных аитилотов ие дал положительных результатов. посколь- 
ку гепаторенальные симптомы проявляются только после нсобратимого связывания токсинов 
соответствующим ферментом. Трансплантация печени являстся одним из вариантов лечения. 
Сложная химическая структура и низкая кониентрация в плазме затрудияют илептификацию 
токсинов в крови. Предел обнаружения В-аманитина методом ИФА раве! примерно 80 пг/мл. 
меголом ВЭЖХ с элесктрохимическим летсктором — 2 мкг/л. ВЭЖХ-МС — для а- и }-амани- 
тина — 10 мкг/л. 

Гирометрин, содержащийся в ложных сморчках 

К ложным сморчкам отпосятся (рис. 11-9): 

е (7уғотійға Бгиппеа; 
• С. Сағойтіапа; 
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Рис. 11-8. Структурная формула а-аманииина. 
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С. Езесшета;: 

С. Јазиваіа. С. тлиа. С. вах: 

Нешейа сјахіса. Н. Гасипоза; 

Рампа 5рр.: 

Хағсоѕрһаеға сғаѕѕа. 

Гирометрин — компонент грибов. который в 
пропессе их жизиедеятельнюсти гидролизустея в 
монометилгилразин — хорошо известное высо- 
котоксичное рикетное топливо. 

Отравления с лсталыпм исходом после упо- 
требления этих грибов составляют от 2 до 4% 
общего количества отравлений грибами в Евро- 
пе. Монометилгиаразин — прозрачная жнакость 
с характерным занахом органических амннов. 
смешивастся с водой. гилразином, спиртами. Рис. 11-9. Внсшний вид грибов Суготйии 
растворим в углеволоролах. слабое основание. 
мошный восстановнтель. возгорастся при кон- 
такте с окислителями. Симитомы отравления ложными сморчками напоминают отравление 
блелной погаикой Аталйа. Латеитный период 6—10 ч после употребясния. затем возникают 
резкие боли н животе, сильная головиая боль. тошиюга, иногда лиарея, боль во всем теле. судо- 
роги. Токсином поражается в первую очсрель печень. изменяется состав крови. наблюлаются 
симптомы перевозбуждения ЦНС: парушение коордниании. кома, коннульсии. Исследование 
биообъектов проводят методом парафазового анализа ПФА-ГХ є пламенно-ионизаннониым 
детектором ( ПИД). 

Коприп 

Коприн содержится в «чернильных» грибах Сормних (рис. 11-10), к которым относятся: 
Сорғіпиѕ сигатетатих — гриб инков; 

С. тісасеиѕ; 

С. Гиѕсеѕсепѕ; 

С. ілхіеліѕ: 

С. хрр. (некоторые африканские вилы); 

СІйосуђе сіауіре. 

Конрни — аминокислота. близкая глугиминовой. Неядовита ло момента приема алкоголя. 
Грибы вида Сорплих аттетапих считаются совершенио съелобными. если употребляются 
без алкогольных напитков. Химически коприи сходен © антабусом. Симитомы появляются 
обычно спустя 5—30 мин после еды. если ло этого в течение последних 72 ч человек унот- 
реблял алкоголь. Симитомы отравления: покрасиснис лица, обильное потоотлеление. частос 
с затрулненисм лыхапие. брадикардия, сильная головная боль, тошнога и рвота. Действие за- 
канчивастся через 2—4 Ч. 


Фитотоксины 


Рицин 
Рицин пысокоприоритетиый токсичный агсит категории В (см. выше). Рииин раети- 
тельный лектин. содержащийся в Астих соттипіх (плодах клещевины), а также в некоторых 


Рис. 11-19. Висиииий вид грибов 
Сорғіпих. 
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вилах Уаторйа. Эзо белок. состояший из 2 полииепгилиых непей с молекулярной массой 
34 кДа кажлая. сосдипенных лисульфидным мостиком. Цепь А ингибирует синтез белка. Цепь В 
прелставляет собой галактозамин- или М-ацетилгалактозамин-лектин. отвегственный за свя- 
зывание рицина с реиситорами клеточной поверхности. Цепь В способствует проникновению 
токсина в клетки. Человек может полвергаться действию рицина при попадании в пишу ядо- 
витых ссмян. В медицинском касторовом масле рицина нет из-за его гидрофильшости. Редко 
рицин применяется в терапевтических пелях как иммунотоксин. 

При отравленни рицином органом-мишенью является печень. наблюдаются внутрисосудис- 
тая агрегация эритроцитов. острая алренокортикальная и почечная недостаточности. Иденти- 
фикацию и количественное оирспеление рицина в тканях проволят с помощью ИФА (предел 
обнаружения 0.2 мкг/л). Иммунохимические мстоды (ИХМ) с хемолюминисцентной детекци- 
сй имеют предел обнаружения ().1— 1.0 мкг/л. 

Фитотоксины, содержащиеся в растениях семейств зонтичные и сложноцветные 

К наиболее известным токсичным видам семейства (тфеН/егае относятся Ска утоза (вех 
яловитый, цикута) и Сошит тасиіашт (болеголов краичатый или пятнистый). Первый содер- 
жит полиин пикутоксии в качестве активного компонента, второй — пиперидиновый алкало- 
ид кониин (конип) (рис. 11-11). Цикутоксии поражаег в первую очередь ЦНС, в то время как 
кониии дейсгвуст на нервно-мышечные синаисы и может привести к респираторной недоста- 
точности. Оба токсина относятся к сильным ядам с высоким уровнем смертности сразу после 
понадания внутрь. В обоих случаях лечение симптоматично. 

Корневище и корпи веха ядовитого солержат цикутоксин (до 2%) и цикутол. а также нсяло- 
витое эфирное масло желтого цвета. в состав которого входят пиимол. куминовый альлегил. в 
травс обнаружены флавоноилы кверцетин и изорамнетин. Вех — олно из самых яловитых рас- 
тений. Оно ядовито полностью как в свежем. так и в сухом виде. особенно корневище и корни. 
100—200) г корневищ и/или корней достаточно. чтобы убить корову. а 50—100 г убивают овиу. 
а вот жаворонки и перенелки спокойно. без вреда для своего организма, склевывают семена 
веха ядовитого. В зависимости от времени года и климатических условий токсичность расте- 
ния изменяется. Весной болсс ядовито корневище. Симигомы отравления появляются через 
несковько минуг после попадания в организм, так как цикутоксин очень быстро всасывается в 
желудочно-кишечном тракте. Горечь во рту. боль в животе, слюнотечсеиис. рвота, расстройства 
лыхання и кровообрашения. бред. судороги — признаки отравления вехом. Смерть наступает 
от паралича дыхания. 50% отравлений смертельны. 


Рис. 1-1. Структурные формулы конина (а) и пнкутоксииа (б). ивстки пикҳты (в). 
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К другому классу токсинов. источником которых являются растения семейства Арасеае 
{сяожиоцветные). относятся фурокумарины и псоралены. Наиболее известным псораленом 
боршевика является 8-метоксиисорален (8-МОП). ои используется в терапии псориаза в ком- 
бинации с УФ-облучением. В биологическом материале пеоралены могут быль обпаружены 
методом ВЭЖХ. Как токсическое, так и терапевтическое лействис основано на связывании 
активных пролуктон реакции, образованиых из 8-МОП нол действием УФ-света. с ДНК в 
базальных клетках эпилермиса. Фототоксичиость псораленя используется для инактивании 
патогенов в донорской крови ири прелварительной обработке перед трансфузией ирепаратов 
крови. Для этой пели используется фурокумарии — амотосален. 

В- -оксалиламино-1.-оланин 

Чина восевная (Гагутих затих) встречается попсемесгио и содержит аминокислоту В-№-ок- 
салиламина-[-аланин (БОАА). которая вызывает иейродетенеративные поражения. лагиризм. 
Механизм действия 1-БОЖА связан со стимуляцией глутамат-ремеиторов. Это действие стерео- 
сиецифично. а-Изомер Ю-БОАА облаласт болес слабым исйротоксичным действием. 

Циказин 

Нейротоксин никазин — метилазоксиметанол-В-0-глюкозил — содержится в семенах са- 
говника завитого (Сусах сготай5.). который произрастаст на о. Гуам (олии из Марианских 
остров Тихого оксана) и на японском полуострове Кии. Семена саговника содержит два класса 
вешестн с потенциальной нейротоксической активностью — аминокислоты и азоксигликозн- 
лы. Токсичиые аминокислоты имеют близкую с БОАА химическую структуру, но являются 
лвухоснониыми кислотами. Пол лействием В-глюкозидазы пиказин метаболизирует в метида- 
зоксиметапол, который является ирямым алкилирукищим агентом ДНК с гепатотоксическим. 
мупиенным, каицерогеиным и тератогенным свойствами, 

Лигоксин и дигитоксин 

Серега о4оНат растет и Ипдии и Юго-Восточной Азии. Его назвали «лереном самоубийи» 
(рис. 11-12). За 1949—1999 гг. только в олном инлийском штате Керала было зарегистрировано 
более 500 случаен отравления СегВега. Симптомы отравления дигоксином хорошо известны. 
Метод иссчсловапия биообъектов — ВЭЖХ-МС-МС. 

Наперстянка круиноцветковая (Дузйайх сгаиФ ога МИ) содержит большое количество сер- 
лечных гликозидов караснозилной приролы. в том числе пурнуреагликозил А (лезанетидланто- 
зил А). пурпуреагликозил В (дезанетиллантозил В). которые в процессе хранения и нысуши- 
вация фермеигативно расщепляются соответственно иа дигитоксин или гитоксин и глюкозу. 
Яловита надземная часть. особснио листья. Токсическое действие дигигоксииа связано с угне- 
тением работы натрий-калисвого насоса миокарда, что приволит к значительной потере внуг- 
риклеточного К+ и разпитию экстрасистолии. Серлечные гликозилы иаперстянки облалают 
способностью к кумулящии в организме животных и человека. 

Для сулебно-химического локазательства отравлений карленолилами независимо от способа 
их нведсиния м химической структуры испвостененное значение имсст иссдслование печени и 
невскрытого желчного пузыря. верхнего отдела тонкой кишки и ткани серлна. Изойирова- 


о 


сна сну 


Нон 


Рис. 1-12. Цветок Сегвега одоПот (а) и структурная формула дигоксина 16). 
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ние серлечных гликозилов лигиталиса проводят 70% раствором этанола бсз полкисления. Для 
очистки извлеченных карденолидов используют осаждение белков этанолом. экстракнию бал- 
ластных вешеств четыреххлористым углеродом. промывание извлечений раствором щелочи. 
Возможно применение ТСХ в системе растворителей хлороформ-метанол (8.5:1,5). Проявле- 
ние проводят щелочным раствором 3.5-линитробензойной кислоты в метанолс. В завнсимости 
от количества токсиканга окраска пятен менястся от розового и сирспевовю цвета до малиново- 
то. При дезекзированни пятен 0.075% спирговым раствором 2.4-линитроди-фенилсульфоном в 
щелочной среле пятна приобрстают голубую или синюю окраску. 

К: 

лигитоксина 0,60—0.68 (0.62): 

лигоксина 0.48—0.55 (0,50): 

ланатозида С 0,20—0.29 (0.24); 

лезацетилланатозида 0.14—0.22 (0.17). 

Абсорбциониая спектроскопия (ири длипах воли от 300 до 550 им) растворов в кониен- 
трированной серной кислоте позволяет дифференцировать дигитоксин (А, 470 — 475 нм) 
и лигоксин (А... 320, 385 и 475 нм). Терапевтические лозы строфаптина К лаже в период 
насыщения организма гликозидом нельзя обиаружить этим мстодом. Поэтому качественное 
обнаружение строфантина К в моче может служить доказательством введения постраланщему 
завышенных лоз гликозили. Терапевтические лозы лигоксина, как правило, обиаруживают в 
моче больных в период насышения организма карленолилами. Нарялу с нативным карлено- 
лилом (или вместо него) обнаруживают метаболит с сохранившимся бутеполилным пиклом. 
К, которого превышаст К, лигоксипа па 0.1—0.2. Другим методом исследования биообъектов 
является ВЭЖХ-МС-МС. 


Зоотоксины 
Многие зоотоксипы обладают высокой токсичностью и представяяют реальную опасность 
для человска и животных (табл. 11-Ё). 


Таблица Н- 1. Срапнятсльная токсичность искоторых широко известных токсицов 


Токсин и его нсточинк | М». (мыши), мг/кг 


Мускарии (алкалоил мухоморов) | 
Зомаи (боевое отравляющее вещество) 0,1 
Нсйротоксин кобры 0.075 
Нейротоксив скорпиона 0.009 
Сакситоқсин (нз липофяагсллат) 0.008 
Тетролотоксни (из рыбы фугу) 0.008 
Батрахотоксин (кожный ял амфибий 0, 042 


Примечание. Для сравнения — 0, шшы калия сосвавляет 10 мг/кг 


В этом разделе обсуждаются только некоторые из них. имеющие кливико-токсикологичес- 
кое н криминалистическое зпачение. Токсинологическая классификация ядовитых животных 
представлена на схеме 11-1. Первично-ядовятые животные вырабатывают яловитый“секрст в 
снециальных железах. различаюлся по способам выработки и применения яда. Вторично-ядо- 
витые животные используют яды других организмов (например, насекомые, обитающие на 
ядовитых растениях). 

Активно-ядовитыс животные имеют спсциальный аппарат, который у вооруженных жинот- 
ных снабжен ранящим устройством (зубы у змей, жало у насекомых, колючки у рыб). Невоору- 
женные животные лишены рапящего приспособления (кожиыс железы амфибий) н оказывают 
токсическое лействие при трансдермальном контакте. 

Паессивно-ядовитые животные накапливают яловитые продукты метаболизма в различных 
органах и ткаиях и представляют опасность только при попадании п пишеварительный тракт 
другого организма. 

Действие зоотоксинов может быть местным (в месге его первичного воздействия) или ре- 
зорбтивмым. В зависимости от химической природы ялов местное действие бывает очепь силь- 
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Схема 11-1. Токснинодогическая Янга ние 
классификания наовитых живот- 
ПЫ. к 1 
РЕ ГЭС т 
Первично-ядовитьв | | Вторично-ядавитые 


СУШЕЊЕ д _ 7 0 
І Е ЗИ, 
Активно-яловитые | Пассивно ядовитые 


| 


у = 778 
Вооруженные | | Невооруженныв 


= і с ЗЕЕ — 


ным, в тяжелых случаях приволящее к некрозу пораженной ткани (яды кишечнополостных, 
галюк. жалоносных перепончатокрылых). но возможио и прсоблалание общих симптомов от- 
равления после всасывания яла из первичного депо (яд каракурта). 

Токсины характеризуются высокой спеиифичностью действия. Так, вейротоксины змей на- 
пушаюг перелачу возбужления в цервно-мышечных синапсах. токсины амфибий (батрахоток- 
син). рыб (тетроаотоксин). простейших (сакснтоксин) блокируют расиространение нернного 
импульса. ферменты ялов гадюк воллействую на свергыпаюшую систему крови. 

Фикотоксины 

Токсниы волорослевого происхожления называются фикотоксинами. Отравление моллюс- 
ками. вызванное фикотоксинами, обычно проявяяется у человека: 

• паралитической интоксиканией (сакситоксины т; 

• лиарейной интоксикацией (иапример. окалаиновая кислогау: 
» нейротоксическим действием (бревегоксин): 

• амнестической интоксикацией (ломосвая кислота). 

Паралитическая интоксикация вызывается сакситоксниом. пролуцируемым морскими ли- 
иафлягеллагами (так называемые красные приливы} я пресноволными синс-зелеными водо- 
рослями. например /Мехонагиии зрр.. Сбутпойтит сетежии и Ругойтит ваватенуг. В коние 
5-х голов ХХ века из моллюсков вылслили токсин. назиенный сакситоксином. Впоследствии 
сакситоксин был получен из линофлагеллат и крабов. обигаюших на коралловых рифах. Мс- 
толами рентгеноструктурного анализа и ЯМР-спектроскопни была установлена химическая 
прирола сакситоксина (рис. 11-12). Это волорастворимый лериват пурниа. образукииий соли 
с минсральными кислотами. Фармакологическое лействие сакситоксина связано с его ней- 
ротронной эктивностью. Олии из наиболее опасных симитомон отравления токениом — пара- 
лич лыхательной мускулатуры. Смертельная доза сакситоксина для взрослого человека (массой 
70 кг) 0.3—1 мг (по лавным из разных неточииков). 
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Рис. 11-13. Структурные формулы сакснтоксини и его соди. 
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Рис. 11-14. Структурная формула окаланновой кислоты. 


Смерть может наступить в течение 2—12 ч после отравления. Механизм токсичности сакситок- 
сина связан с прямым действием на возбудимые мембраны. Его сильное деполяризующее действие 
опосреловано селективным увеличением проницаемости лля натрия в мембрипах иервных клеток 
и клеток поперечно-полосатой мускулатуры. В основе лежит высокая аффинность токсина по 
отиошсиию к специфическому сайту (связывающему полиэфирные цепи) репептора ионного ка- 
нала, который огвечасг за активацию натрисвых и кальциевых каналов (см. рис. 8-42). 

Надежный мегод определения сакситоксина — ВЭЖХ с флюоресцентной детекцией. Мно- 
гие из фикотоксинов. включая сакситоксин. могут быть детекгированы и количественно оп- 
релелены методом флюориметрической детекции ири длине волны 330 нм (возбуждение) и 
440 им (эмиссия). 

Диарейная интоксикация моллюсками. Главным токсичным агентом является окаданновая 
кислота (рис. 11-14). которая продупирустся главным образом динофлагсллатами, приналлежа- 
шими к вилу Віпорћузіѕапа Ргоғосетғит. Эти токсины липофильны и накапливаются в пишева- 
рительных железах мидий. Окадаиновая кислота янлястся сильным ингибитором протсиповых 
фосфатаз ТА и 2А. У человека, съевшего зараженного моллюска, проявляются в осповиом 
желудочно-кишечные симптомы: диарея. тошнота, рвота и боль в животе. которые возникают 
спустя некоторое время после приема пищи (от 30 мин до нескольких часов). для отравления 
достаточно 40 мкг токсина. При отравлении необходимо поддерживающее лечение. полное 
выздоровление происходит через несколько дней. В настоящее время нет простых и доступных 
аналитических методов определения окаланновой кислоты в биообъектах. 

Нейротоксическое действие вызывается токсином. продуцируемым другим вилом динофла- 
геллатов — Сүтпоаіпішт Бгеуе, который распространен па запалном побережье Флориды, в 
Мексиканском заливе, Японии и Новой Зеланлии. Причиной токсичности является липо- 
фильный полиэфир бреветоксин В и С (рис. 11-15). молекулярная масса которых составляст 
иримерно 900 Д; бреветоксин относится к наиболее сильным из известных токсинов. Принпип 
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Рис. Н-115. Структурная формула бревстоксипа В и С. 


Биологическая опасность и биологический терроризм 995 


токсического аействия бренстоксина схож с таковым пигуатоксина (см. ниже}. Бреветоксии 
относигся к леполярнзующим агентам в холинергической системе. он огкрываег мембранные 
натриеные камалы (см. рис. 8-42). Результатом является увеличение поступления ионов на- 
ірия в клетку. которое может быть заблокировано гетродотоксином (см. ниже). Результатом 
отравления человека моллюсками, зараженными бревегоксином, может быть гастроэнтерит и 
неврологические симптомы. В течение 3 ч появляются тошиота, рвота, парестезии. измененне 
ощянепия тепла и холола. ощущение сжатия горла и атаксия. В течение 2 дней происходит 
полное исчезновение этих симптомов без специального лечения. Бреветоксин может быть де- 
тектироваи методами ИФА и ВЭЖХ-МС- МС. 

Амнестическая интоксикация моллюсками была названа морской интоксикапионной болез- 
нью в 1987 г. Токсичность обусловлена трикарбоновой помоевой кислотой. которая синте- 
зирустея некоторыми вилами диатомовых водорослей рола РусиописуНа. Домоевая кислота 
(рис. 11-16) является нейротоксичным агентом. она конкурентно спязываег каиновую кислогу 
и а-амино-3-гилрокси-5-метил-4-изоксазолепропионовую кислоту — полтин глутаматных ре- 
испторои в ЦНС, что приволит к повышению уровня спобойного внутлпиклеточного кальция 
н разрушению клетки (см. гл. 3). При концентрации ломосвой кислоты 200 мкг в | г тела 
моллюска могут проявиться симитомы отравления у человека. Симптомы острого отраваения: 
рвота и дизрся. а в нскоторых случаях — потеря памяти, лезорненлация. кома и смерть. Ос- 
таточные неврологические проявления, особенно конгитивная дисфункция, характерны для 
большинства паписигов, у которых поражение ЦНС плилось в течение 48 ч, Домосвую кислоту 
можно опрелелить различными аналитическими метолами. что связно с ее сравнительно прос- 
той химической структурой. При ТСХ использовали систему растворителей бутанол — уксус- 
ная кислота — вода (3:1:1). К, домоевой кислоты — 0.45. Прелел летектирования ломоевой кис- 
лоты в биообразиах метолом ВЭЖХ с флюоресиентным летектором очень низкий — 0.001 нг. 
ИФА с использованием моноклональных ангител к ломосвой кислоте позволяет определять ее 
концентрации на уровне 0.11—1.81 нг/г. 

Для определения домоевой кислоты часто исиользустся метол капиллярного электрофореза 
(КЭ) с УФ-детекцией. Он имеет преимушества перел ВЭЖХ. потому что с сго помошью могут 
быть разлелены некоторые изомеры ломоевой кислоты. Однако прелел обнаружения этим ме- 
тодом составляет 150 нг/г в ткаиях. что значивсчьно выше, чем получаемый методами ВЭЖХ 
и ИФА. 

Копотоксин улиток 

Известны укусы некоторых видов улиток рода Солиѕ, вызывающие смерть человека. Есть 
мнение, что. возможно. существует 50) 000 конотоксинов, содержащихся в различных видах рода 
Сопиѕ. Яд Со. веоргарйиз содержит иесколько пептидов. а-Конотоксин представляет собой иеп- 
тид из 13 аминокислот с 2 лисульфидными мостиками, который обладает сильной антагонис- 
гической активностью по отношению к никотиновым 


ренепторам: н-конотоксии является блокатором на- сну 
триевых каналов (как тетролоксин). «-Конотоксин — 
пептид, вызывающий характерный тремор. в насто- АМН 
жисс время используется в неврологии. Пептилныс у \ 
конотоксины опрелеляют метолом ВЭЖХ. // соон 


Токсипы книдарий 

Книдарии могут быть прикрепленными. например 
огненные (жгучие) кораллы (АУ Шерога фасопиу). или 
свободно плавающими. например медуза «портуғаль- нс ——* Ж 
ский восиный кораблик» (Рязайа ррайх) формами. У а р. н ` ьч 
них есть стрекагельные клетки или немагоцисты {кап- Й х соон 
сула днамстром 40 мкм. которая содержит вязкую жид- 
косгь с множеством различных токсинов) и ллииныс. 
похожис на волоски спиральные трубочки (нема). СА 

Палитоксин. Зоонарии — свособразная группа ко- м“ УЫ 
раллов. напоминающих своим внешним видом мелких н 
актиний, из которых вылелсно высокотоксичное соеди- 
нение палитоксии (рис. 11-17). 


Рис. 11-16. Структурная формула ломо- 
евой кислоты. 
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Рис. 11-17. Зоонарин. обитающие в регионе острова Таити и Гавайских островов (а) н структурная фор- 
мула палитоксина (5). 


Палитоксип — одип из самых сильных деполяризующих агентов. Он вызывает сокращение 
глалкой мускулатуры в концентрации 10% г/мл. При отравлении этим токсином используют 
зашитиое лействие кортикостероидов и кальшийзависимый эффект палитоксина. 

Токсины медуз вссъма сложны по своей природе и разпонаправлены по лействию. В их состав 
входят тетрамин, вызываюниий паралич нервных окончаний, талассини. поражающий кровенос- 
ную систему. конгестии. обладающий анафилактическим лействисм, повьинаюигий чувствитель- 
ность организма к остальным комнонентам яда и влияющий на дыхательный центр. и гипноток- 
син. вызывающий оцепенение и сонливость. Ял медуз облалает балыной стойкостью. поэтому 
книларии нельзя брать в руки, заже если они мертвы. Острая системная реакиия организма при 
отравлении может включать гипотензию, шок. припалки. атаксию. гсмолиз, острую почечную 
иелостаточность и смерть. 

К другому смертельно оизсиому вилу медуз относится $/ото/рлиз потиғаі. который рас- 
пространен в волах Китая. Самая ядовитая медуза п мире — австралийская морская оса (рис. 
11-18). После прикосновения к се шупальпам человек умирзет через 1—3 мин. если не булет 
оказана мезипинская помошь. Диаметр сс купола всего 12 см. но шупальна имеют длину 7—8 
м. Токсин морской осы по своему действию аналогичен яду кобры. парализует серяечную 
мыщцу. лействуег избирательно. вызывая спазм сосудов. нарушения серлечного ритма. пе- 
риферическую нейропатию, афонию. нарушение зрения и лизавтономию парасимнагической 
систсмы. Родствениые виды. например Саги Ратехіа. производят токсин. который по эф- 
феклу схож с интенсивиым высвобождением катехоламинов. этот токсин поврежлает миокарл. 
Для выделения, очистки и иленгификации ядов книдарий используют КЭ и ИФА. 

Токсин физалии. Характсриым представителем сифонофор (класс гилроилные медузы и по- 
липы) являстся физалня (рис. 11-19). Плавательный пузырь физални ярко окрашен и лрейф 
физалий напоминает маневры парусной флотилии. что и послужило основанием называть их 
«португальский восиный кораблик». Стрекатсльные клетки расположены на длинных щупальцах 
под плавательным пузырем. В составе токсина обнаружены АТФаза. иссисинфическая амино- 
нентилаза. РНКаза. ДНКаза. АМФаза и фибринолизии. Токсин физалии обладает выражениы- 
ми мембраиотроиными свойствами. проявляет фосфолипазную активность. В тяжелых случаях 
наблюдаются расстройства дыхания, сердечной деятельности, судороги, летальный исход. Лече- 
ние симптоматическое. 
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Рис. 11-18. Австралийская морская оса ( Сйғопех Рие. 11-19. Физалия РЯлеКа апнило 
ЛесКеғі) 


Полипептийные токсины актиний радделяки на пейротоксины, характеризующиеся высокой 
спепнфичиостыо взаимолействия с ионными каналами, и цитотоксины — мембраноактивитые. 

Токсины головоногих и брюхоногих маллюсков 

Срели моллюсков можно встретить типичные формы активно-ялонитых (конусы. головоно- 
гие) и пассивно-яловитых (искоторые брюхоногие и болынипстно лвустворча гых) 

Пииюбраихиальные железы моллюска мурекс содержат люксии мурексипом и сто аналоги. 
По своему физиологическому действию мурексии и его аналоги (например. акрилходии) по- 
юбиы ацезилхолину (рис. 11-20) 

Впоследствии мурексии был синтезиронаи и назнан уроканилхолином 

Укус осьминогов (толовоногих моллюсков) вызывает очень сильную боль и перелко может ока 
заться аля человека смертельным из-за токсичного белка цефалотоксина и небелкового токснна 
макулотоксииа. близкого по лействию и свойствам тетролотоксину (см. рыбы фугу). Симпомы 
отравления: быстро разнивающийся паралич, приводящий к нарушению функции лыхания. 

Самый опасный осьминог среди всех головоногих — толубокольчатый (длина не болсе 
20 см. масса ло 100 г) в позбужаенном состоянии покрывается ярко-голубыми пятиами, отсюда 
его другое мазвание — еголубая смерть» (рис. 11-21). Его токсин включает 2 компонента, кото- 
рые дейстнуюл олновременио на нервную и мышечную системы 

Таксины арахнид и гименонтер (членистоногих) 

Клеши. пауки. скорпионы (арахииды) и пчелы, осы, муравьи (гименопгеры) обычно пво 
т свои токсины при помощи жала. По химическому строению и механизмам токсического 
еиствия ялы членистоногих относятся к разным группам. Роль аналитических исследований 


М 
сн. 
№— сн == сн — СООСН,— СН, — СН мен 
Ч СН: 
сн, 
нс - СО, а. 
сн 
б сн, 


Рис. Н-20. Структурные формулы мұрсксино (8), акрилхолина (6) 


998 Глава 11 


Рис. 11-21. Осьмниог голубокольчатый ( НароосШа Рис. 11-22. Скорнион (.5согріолех). 
епа тосиіоѕа) 


при укусе жалом ограничена, и поэтому в этот раздел включены лишь немиогис из наиболее 
важных ядов членистоногих 

Скорпионы прпелетаваяют собой серьезную онасность для здоровья людей, живущих в стра- 
пах с жарким климатом. 30 видов скорпионов. распространенные по всему миру. продуииру- 
ют потенциально смертельный токсин. Основиыми компонентами. опрелеляющими свойства 
токсина скоринопа (рис. 11-22), являются видоспенифические нейротоксины полипентилной 
приролы, вззимолействующие с ионными каналами, что приволит к повышению активност 
пресинаптических нервно-мышечных соединений. При эгом поражаются парасимпатическая, 
апренергическая системы и мозговая оболочка надпочечников, что объясняет широкий спектр 
клинических проявлений у пострадавших 

Ял скорпиона солержит по меньшей мере 85 различных пептидных нейротоксинов. 

Таксины пауков-тенстников (рис. 11-23), которых в отечественной литературе называют «ка- 
ракурт». а в ашлоязычной — «черная ваова» (Баск умом), вызывают судороги, слюно- и 
слезотечение, коматозное состояние. отек легких, паралич и смерть. Основным действующим 
началом токсина является кислый белок о-латротоксии. в состав которого входит около 1000 
остатков аминокислот, они необратимо связываются © пресинаптической клеточной мембра- 
ной. генерируя ионные каналы и мешая эндоцитозу везикул мембран. При лечении назнача 
ются спспифические антидоты и мышечные релаксанты. 

Укус авсгралийского силнейского лей- 
копаутииного паука (Алах гобияиз) способен 
вызвать смерть в течение 15 мин. Робусто- 
токсин действует. открывая натриевые ка- 
палы в аксонах жертвы. Родственные вилы 
Найгопупсйе уегуших пролупируют версуток- 
син. дающий аналогичный эффект. Другую 
симптоматику вызывает коричневый (бурый) 
паук-отшельник /охоѕсеіеу ѕрр., 5 видов ко 
торого распространены на юге США. Их яд 
солержит набор ферментов. которые вызыва- 
ют некротический арахнилизм в месте укуса 
и широкий спектр системных симитомов - 
от лихоралки и артралгии ло лиффузной внут- 
рисосулистой коаулянии и почечной нело- 
стагочноети. 

Токсин тарантулов — полипептид. состо- 
яший из 104 аминокислотных остатков и со- 
лержаший 5 лисульфидных связей. вызывает 
сокращение глалкой мускулатуры авало- Рис. 11-23. Каракурт {1 житодесих тассих). или 
гично браликинину. Ядовигость тарантулов  °ЧСРная вдова» (Маск чом) 
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(рис. 11-24) имеет сезонные колебания. макси- 
мум токсичности их яда приходится на период с 
мая по август. 

Клещи болыие известны как переносчнки 
ряла инфскний н инвазий. Олнако они выде- 
ляют опасный токсин. облалакуший свойствами 
ингибиторя протсаз. 

Токсины насекомых ( Гптзес!а) 

Токсины ос и пчел — сильные аллергены. со- 
лержашие МСОР (тая се! асегаашайие рериае) — 
пептиды. леграиулируюнщие туниые клетки и 
Рис. 11-24. Тарантуа 4 Ёусома дғетий) высвобожлаюшие из мих гистамин. Общие про- 

явления отравления при ужалениях осами: кож- 

ные (сыпь тина кранивнины). пиркуляторные 
(анафилактический шок). отечные (отек Книнке). астмагические (удушье и экспираторная 
одышка). Ял ос — сложная химически гстепогенная система, в которой илентифицированы 
ферменты. полипентилы. физиологически активные биогенные амины (гистамин, дофамин, 
норадреналин) н ацетилхолин. Сочетание гистамниа и ацетилхолина вызываст очень сильный 
болепой эффект. Осипый яд солержит ферменты. схожие с таковыми пчелиного яда. но с до- 
оавлепием холинестераз и фосфолипазы А! вместо фосфолипазы Аз. 

Из яла круппого шершия И мандагта. обитакмиего п Юго-Восточной Азии. вылелен ией- 
погоксин меидаронюксии. Опасность, смертельного ужаления этого шериуия связана с большим 
количеством яда (до 20 мр). содержашегося в его яловитом аппарате. Токсин лишен гемолити- 
ческой и фермеитативиой активности и янляется тиничным нейротоксииом. 

Основная фракция нчелиного ядо содержит пептилы (пептил-401. апамин, мелиттин) и фер- 
менты (фосфолипаза А2 и гиалуронилаза). Мелиттии, который способен гилролизовать мембраны 
клегок, является основной причиной боли ири укусе пчелы. Аллергические реакции. вызываемые 
главным образом антигенными свойствами фосфолииазы А2. оиосрелованы Е. Повторный укус 
с интервалом менее 2 мес является риском разпития гимеиоптеровой аллергиз. 

Биологически активные вешсства. входящшис в состав пчелиного яла, принято разделять на 
несколько групи: белки с фермеитатавными снойстнами (фосфюлипаза А2. гналуронилази и кис- 
лая фосфатаза). токсичные полинептиды (мелиттин, апамин. МСОР, тергиалин. секапин. гис- 
тамннсодержашие пента- и тетранептилы), биогенные амины (гистамин и в незначительном 
количестве дофамин и иоралреналин). Оспонной компонсит ичелиного яда — мелиттий — по- 
линентил сильного цитолитического действия, состоящий пз 26 аминокислотных остатков: 


МН, — Гли— Иле— Гли—Ала— Вал— Лей—Лиз—Вал-—Лей— Тре— Тре—Гли—Лей— Про— 
Ала—Лей— Иле_—Сер—Три— Иле—Лиз—Ар"—Лиз— Арг— Гли_Гли — СОМН, 


Мељиттин обладает ангикоагулирующим свойством. актинирует енегему фибринолиза, уг- 
нетает окислительные процессы в облучеином организме. увеличивает сопротивляемость к 
стрессорным воздействиям. Болесутолякииее и прагивовоспалительное действие ичелиного яда 
во многом связано с эффектами МСОР и активацией гипофизарио-надиоченниковой системы. 
Основной антиген пчелиного яда — белок РЕА?. главная причина гемолиза эритропитов и 
разрушения клеточазх стемом, лействует в сипергизме с меляттином. 

Резкие запахи (лум, олеколоп, спиртное и т.л.) лействуют на пчел как яттриктантъь. 

Среди токсинов жалоносных муравьев. жуков парывников. плавуицов. бамбардиров, божьих ко- 
ревок илентифицированы вешсства гегероииклической (рис. 11-25) и полипситидной природы, 
оказывающие нейро- и дерматотоксическое лействие, а также вызывающие нармнение водно- 
солевого обмена. Яд красных муравьев 50/ерпему йнтем содержит фосфолипазу АР и другие 
аллергены. родственные неспид (уехрю!) ялам. 

Наибольшую опасиость преастайляет попаданис кантарилииа (либо пелых шпанских му- 
шек) в пишеварительный тракт. Смертельная лоза для человека ири приеме впугрь каитарили- 
на составляет 20—30 мг. Интенсивное всасыввиие яда через слизистую оболочку желудочио- 
кишечного тракта приводит к быстро развиваютисмуся отравлению: появляются слюнотечение. 
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Рис. 11-25. Структурные формулы соленойсииа А (транс-2-мчетил-6-п-уплецилиинеридин) (а), ленлрола- 
зима (6), иридомирменина (в). кангарндинпа (г). 


жжение. волдыри. образмотся струнья в полости рта. возникают сильная жажла, тошнота. 
рвота с кровью, геморрагия. боли в почках. маточные кровотечения. патологическая эрскпия 
(приапизм). Приостановка мочеотделения приводит к тяжелым поражениям почек и смерти. 
На вскрытии отмечаются резкая гиперемия слизистых оболочек, язвы и темопригические очаги. 
Диффузные очаги поражения наблюдаются в печени и почках. Гломерулонефрит и цистит — 
випичные последствия отравления кантаридином. Он разлражает нежную ткань внутренних 
стенок мочеиспускательного канала. что приводит к болевым ощущениям и усилению местно- 
го кровоснабжения. Имсиио это состояние вызывает эрекцию. Выброс спермы ослабляет раз- 
дражение. Эрекция повторяется. когда снова возникает раздражение. Кантаридин был обна- 
ружен в некоторых биодобавках. рекламируемых как срелства. восстанавливающие потенцию. 
Использование преларатов шианской мушки (рис. 11-26} приволит к печальным последствиям: 
болезням мочеполовой и нервной систем, а иногда к летальному исхолу. В силу выраженного 
стимулирующего действия кантаридини может спровоцировать гипертонический криз. 

То сикы мносоножек 

Укус гигантской исйлонской сколопенлры может привести к мышсчным контрактурам. па- 
резам и параличам., а также нарунсниям сердечной дсятельности, что связано с действием 
ацетилхолина, гистамина. серотонина. протс- 
Флитических ферментов, содержащихся в ес 
вылелениях. Другие виды выделяют беизохи- 
попы. п-крезол. камфарополобные вегисства. 
синихьную кислоту и бензальдегил. Наири- 
мер. миогоножка 4рле/оғіа соғғисага выделяет 
секрет. содсржаншй маиделонитрил при фер- 
ментативпом гилролизе которого ех 1етроге 
образуются сицильная кислота и беизальде- 
гил (рис. 11-27). Общее количество сипиль- 
ной кислоты может достичь 545 мкг. 

Токсины иглокожих { Есіподеғтата) 

Из морских звезл (рис. Н-28. а} были вы- 
лелены токсичные сапонины. При кислотном 
гидролизе они дают стероидные агликоны — 


Рис. 11-26. Мушка ипанская (Руйа уемеаюта). 
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астерогенины. серную кислоту и сахара. Ас- 
тросапонины А и В необратимо блокируют 
нервно-мышечную передачу. 

Токсины морского ежа Тирлеияиех атой а 
(урхитоксины) — сослинсиия белковой при- 
ролы. обладаюшие кининоподобной актив- 
постью. служат иричиной сильной боли. 
оказывают парпалитическое. спазмогенное и 
карлиотоксическое лействие. Ядовитые ежи 
распространены в основом в тропических и 
субтропических районах Иңлийского, Тихо- 
Рис. 11-27. Структурная формула маилелопитрила. Го н Атлантического оксапов (рис. 11-28, 6). 

Межлу настояшими иглами морского ежа 

располагаются внлоизмеиенные иглы — пе- 
линеллярни. У берегов Японии встречается морской еж токсопиеустес. тело которого лишено 
игл. но покрыго множеством педипеллярий. Стоит только залеть их. как яд впрыскивается 
в тело жертвы. Местные рыбаки называют этого сжа убийцей, потому что уколы его бывают 
смертельны. Пловец, пораженный этим ялом. рискует утопуть. 

Голотурии (рис.11-29). болыше известные как пошевой пролукт трепапг. солержат тритерпе- 
новые гликозилы нейротоксического и темодитгического действия. Трепаиг — это выварепные и 
высушениые голотурии. у которых предварительно тшательно улапяются внутренности. В случае 
неправильного приготовления (п том чнсле с криминальной целью) могут наблюдаться серьез- 
ные отравления волоть до гемолиза и поражс- 
пия периферической нервной системы. 

Токсины рыб СРіѕсеу) 

Отравления ядовитыми рыбами (ихтно- 
саркотоксикоз) характерны для мест с теп- 
лым климатом, но случаются и в умеренной 
климатической полосе при несоблюдении 
гигиенических  порм. Тетродотоксические 
и пиғұатоксические отравления связаны с 
употреблением в пищу рыб. которые ассими- 
лируют токсиипролупирующие организмы. 
такие. как бактерии или простейшие воло- 
росли. Скоморотоксин являет собой пример 
токсина. пролупируемого при неправильном 
хранении рыбы. 

Некоторые рыбы обладают ядовитыми 
шипами. 

Велушее место в мире по отравлениям иг- 
лобрюхами (особенно фугу) ззнимает Япо- 
ния (уровень смертельносчи 60%). где эту 
рыбу. несмотря па яловитость, считают ле- 
ликатесом. Терапия отравлений включает 
поллерживаюшие меры — искусственную 
вентиляцию легких и борьбу с мтотензией. 
Наиболее яловитыми у фугу являются яич- 
ники, печень. в меныцей стснени — кожа и 
кишечник. Токсичность яичников и печени 
пекоторых видов фугу такова, что достаточию 
2 гткани, чгобы вызвать смертельное отрав- 

б лепие. Токсичность фугу имеет сезонные ко- 

лебаиня и повышается во время переста. что 

Рис. 11-28. Морские звемиця (Амели) (а). морской — указывает на связь токсина с репролуктивны- 
еж ‹ Аеящата) (6). ми органами. Смертельную дозу яла можно 
получить, лаже прикоснувщись голой рукой 
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к виутренностям рыбы. Некоторые японскне 
повара умеюг обезвреживать печень. длитель- 
но вымывая из нее большую часть токсина. 
олнако полностью удалит, яд из печени прак- 
тически невозможно, а даже малая сго доза 
лействуст как наркотик: человек чувствует 
своеобразное опьянение, нарушаются связи 
с реальностью. Петальная доза токсина при 
попадании через желудочно-кишечный тракт 
лля человека составляет 5—30) мг/кг. Симпто- 
мы отравления проявляются в течение 5—30 
мин после поналапия токсина в организм. 

Активное пачало фугу — тетродоток- 
син. который представляет собой сосдииение 
аминопергиярохиназолина с гуанидиновой Рис. 11-29. Голотурии ядовитые (Асипоруза аваѕзіс). 
группой (рис. 11-30) — высокоспецифичиный 
блокатор натрисвых каналов. В основе токеи- 
ческого действия тстродотоксина лежит сго способность блокировать проведение первного им- 
пульса в первных и мышечных тканях. Велушими симитомами отравасния тетродотокеина явля- 
ются быстро наступающая гипотензия, угнетение лыхання. паралич скелетной мускулатуры. 

Основным способом выделения тетродотоксина является жилкостная экстракция из из- 
мельченных тканей в кислой среле. Для илепификации зетродотоксина применяют ГХ-МС, 
ИК- и ЯМР-спектрометрию. В качестве прелварительного метола используют ТСХ в сисгеме 
растворителей этанол-уксуспая кисдота (96:4) при летсктироваиии раствором кристаллическо- 
го йода в хлороформе с нагреванием до 200 °С в сухожаровом шкафу в течение 5 мии (К, тет- 
родотоксина 0.3). Метод газовой хроматографии иозволясе количествению опрелелить токсини 
в солержимом желудка. Предел обнаружения при использовании ВЭЖХ с флюореспентоной 
летекцией составляет порядка 2 мкг/г. что является достаточным лля опрелеления зетродоток- 
сина и сго аналогов в биосрелах. 

Тетродотоксин также содержится в коже и икре калифорнийского тритона Тайсйа гоғоѕа. 
централыю-американских (Панама. Коста-Рика) сухонутных лягушек Ае/юриу (см. ниже), у 
голубокольчатого осминога НаршосШаена тасиіоѕа (см. выше). 

По особым показаниям тетродотоксин начинают применять как высокоэффективное (но 
нсбезопасиое) обезболивающее средство в кардиологии. онкологии, стомагологии, при нейро- 
генной формс проказы. 

Термином «сигуатсра» раисе обозначали пищевые отравлення брюхоногими моллюсками. 
поздисе так стали называть отравления рыбами. сопровожлаюшиеся желулочно-кишечиыми, 
сердечно-сосулистыми. неврологическими и лругими расстройствами. Вызлоровление длитель- 
нос. иногла несколько месянев. Как правило. желулочио-кишечная форма вызывается траво- 
ядными рыбами (рыба-хирург и лр.), а ссрдечно-сосудистая — хищными (мурена, блрракула). 
Возможно, что сигуатера вызывается более чем одинм токсипом, па что указываел сложность 
симптоматики. К настояшему времени выделили и илеитифицпировалн 2 группы токсинов. 
основная из них солержит жирорастворимые сигуатоксин (рис. 11-31) с молекулярной массой 
1500 Д и гамбиерол, продуцируемые энифит- 
ными динофлагеллатами СатЫегусих Іохісиз. 
Другая группа включает волорастворимый 
маитотоксил. Наибольиее количество си- 
гуатоксина содержится в печени. мышцах и но о о 
внутренних органах рыб. Сиилромы сигуате- —он 
ры (Сісисисға Руй Роѓхопіпв) являются прямым 
следствием стимуляции алренергичсской и но он 
холинергической систем через открытие ион- ным он 
ных натрневых каналов в мембранах первных НМ н 
клеток. Употребление зараженной рыбы вы- 
зывает расстройства пищеварения (тошнота. Рис. 11-30. Структурная формула тетролотоксииа. 
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Рис. 1-31. Структурная формула сигуатоксина 


рвота, диарея) в течение нескольких часов, после когорых следуют неврологические симитомы 
Сигуатера — наиболее частый (от 10 000 ло 50 000 тыс человек в гол) случай отравления морс- 
кими токсинами. олнако летальность состииляет менее 1%. ВЭЖХ -МС и ИФА используют для 
опрелеления токсина в биосрелах. 

Некоторые сельдевые могут вызывать смертельные (до 42%) отравления (клупсотоксизм). 
Первые признаки отравления — резкий мсталлический привкус но рту. Токсичиыми могуг 
быть мясо и икре тунца. Мясо туниа содержит пупеснии. калаверин, спермилин и очень бо- 
гато аминокислотой гистиднном. которая путем декарбоқсилиропания (возможно. бактериаль- 
ной декарбоксилазой) превращается в физиологически активный амип гистамин, вызывакяций 
аллергические реакнии. Кроме того, в крупных особях туниов могут содержаться в зпачитель- 
ном количестве ртуть и мышьяк (см. гл. 8.5). 

Гоксины хрящевых рыб (акул, скатов и химер) могут быть причиной отраяления при употреб- 
ленин в нишу мяса (псчеин) акул н скатов. Токсин ската — весьма лабильный белок, разделен- 
ный па 19 фракций. из которых $ токсичны. 

Чрезвычайно опасны для человеки костиые рыбы боролапчатки, или камень-рыбы 
{ Згрансва). а также свропейская скорпена н разнообразные рыбы коралловых рифов. Их иглы 
очень прочны и могут пробить толстую резиновую полошву. Чаще всего бородлнчатки обитают 
средн рифов, где маскируются среди кораллоп. Смерть может наступить в течение & ч после 
укола. Некоторые вилы кефали и султанок (в июне— августе) вызывают отравления. сопровож- 
лающиеся галлюцинациями. Полагают. что гоксин локализуется в голове рыбы. Огравление 
вызывзется как сырой. так и вареной рыбой. 
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Токсины амфибий (Атри а) 

Активное начало кожного секрета сала- 
манлр (земноводные) — вещество алкалоил- 
ной природы самандарни. Для человска са- 
манларин пе прелставляет опасности. кроме 
специальных {криминальных} случаев (рис. 
11-32). 

Токсин обладает нейротоксическим дейс- 
твнем, влияег на серлечно-сосулистую сис- 
тему. Наличие в структуре алкалоида азепи- 
нового гстероцикла позволяет предположить. 
что токсин имеет сродство к бензолиазепи- 
повым рецепторам ЦНС. Спектр активности 
яловитых секретов кожных желез амфибий 
достаточно широк — от высокотоксичных со- 
едипеинй типа батрахотоксина ло обезболива- 
ющих пептидов — дерморфинов. Кроме того. 
в секретах кожных желез амфибий содержат- 
ся биогенные амины. тахи- и браликинины. 
кардиотонические стероиды. гемолитические 
белки. причем на нервый плаи выступают 
токсичные алкалонлы и стероилы. ис разру- 
шающиеся в организме человека пишщевари- 
тельными ферментами при парентеральном 
виелении. Наиболее типичными лля амфибий 
биогенными амипами являются серотонин п 
его М-метильные лернваты. например гал- 
люциюген буфогении (№.№-диметил-5-ок- 
ситриптамин). сопержашийся в большом ко- 
личестве в яде жаб Вию ауатиз (рис. 1-33). 

В коже различных лягушек пайлсиа боль- 
иная групна фармакологически акгивных пеп- 
тидов. в том числе брадикинин. Некоторые 
нз них. в отличие от браликинина. вызыва- 
ют быстрое сокрашение внесосудистой мус- 
кулатуры и получили пазвание тахикининов. 
Из кожи бесхвостой амфибии филлимедуза 
выделен новый класс сильных опионплных 
пептидов — дерморфины. Апалгетическая ак- 
зивность дерморфина в 11 раз больше, чем у 
морфина (рис. 11-34). 

При изучении лягушек-денлробатид (рис. 
11-35). обитающих на юге Центральной Амс- 
рики н северо-западе Южной Америки (дре- 
волазы. листолазы. ателопы). был выделен 
нейротоксичный алкалоил батрахотоксин. 

Батрахотоксиз (рис. 11-36) обладает силь- 
ным карлиотоксическим действием. вызывая 
экстрасистолин. желулочковую фибрилляшію 
и смерть. Содержание его в коже различных 
лягушек значительно колеблется, достигая 
1.9 мг па лягушку (взрослая особь РлуЙорагеѕ 
іеғлірШх длиной менее 50 мм). Эффективные 
антидоты при отравлении батрахотоксином 
не известны, за исключением тетродотокси- 
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Рис. 11-33. Структурная формула буфотепина. 
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Рис. 11-34. Опионидный пептил — дерморфин. 


Рис. 11-38. Листолаз (РАтЙораге; гғіпйапх). 
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Буфотенин (см. рис. 11-38} являстся пролуктом распала 2-ғилрокситриптамина (серотонн- 
на), и его присутствие в моче являстся лиагностическим признаком психических расстройств. 
Буфотенин и другие потсициально галлюцииогенные №-лимстилированые индоламины в моче 
человека определяют мегодом ВЭЖХ-МС с предварительной тверлофазиой экстракцией. Для 
увеличения чувствительности определения используют электроспрейную метолику ионизации 
(см. гл. 6.3.5). 

Другая группа — кардиотонические стероиды. когорые представлены свободными н связан- 
ными агликонами (буфогспинами). Генины яда жаб — произволные циклопентанпергилрофе- 
паптрена, имекицие в качестве боковой пеше шестичленное исвасышениое лактонное кольцо 
(буфолиенолил). Кроме буфодиенолилов. являюшихся С , -стероилами. имеются карленолилы — 
С..;-стероиды. Они отличаются наличием пятичленного насьиценного лактонного кольца. Кар- 
ленолилы близки по своему строению с агликонами сердечных гликозидов наперстянки. 

Токсины рептилий 

Высокая эффективность действия ядов змей обусловлена сложным комплексом биологичес- 
ки активных соединений: ферментов. токсичных полипептидов. ряда белков со снецифичес- 
кими свойствами, а также пеорганических компонентов. Токсичные полинентиды змей можно 
разлелить на 3 группы: 

• токсины. списцифически блокирующие Н-холипоренепторы субсинантичсской мембраны 
скслетной мускулагуры н некоторых отделов иснтральной и вегетативной нервной системы 
(постсинаптическис нейротоксины); 

• токсины с высокой степснью избиратсльости. воздействующие на пресинаптическис 
нервные окончания и нарушаюицние процессе высвобождения мелиатора (пресннаплическис 
нейротоксины): 

• мемораноактизные полинситилы (кардиотоксины п интотоксиниы). активно воздействую- 
шие на мембраны клеток. в том числе и возбулимые. вызывая их леполяризацию. 
Ядовитые змеи приналлежат 3 осповным семействам — Р/ар@ае (кобры), Ирелшае (талюки) 

и Сгошйае (ямкоголовые). Элапилы объедипяют около половины всего мирового разнообра- 

зия видов яловитых змей. к ним относятся кобры и мамбы. Ролы, принадлежашие семейству 

элаинд. обнаружены в Азии. Северной. Центральной и Южной Америке и Африке. Гадюки 

Иренаае, иаиболее извесгиым представителем которых является обычная галюка. обитают в 

Европе. Азии и Африке. Ямкоголовые гашюки Споай4ае встречаются большей частью в Се- 

верной. Центральной и Южной Америке, к иим относятся гремучие змеи родов Сгоайа4ае и 

Ѕізғиғиз. 

По действию зменные яды разделены на 2 основные группы: непротоксические и коагуло- 
токсические. Нейротоксины кобр и гацюк действуют на ностсинаптическом уровне (а-пей- 
ротоксины). препятствуя связыванию анетияхолина реценторами. или па пресипантическом 
уровис путем возлействия на высвобождение нейромедиатора. Существуют также блокаторы 
калиевых каналов или В-нейротоксины, когорые характеризуются активностью фосфолипазы 
А2. Дендротоксины — малого размера белки яда мамбы, обладающие специфичиостью к кали- 
свым каналам. Токсины мамбы проявляют высокий аффинитет в отношении мускариновых и 
ацетилхолиновых реиептороп. 

В основе гематотоксичности лежнт действие яда на компоненты свертывания системы кро- 
ви. Токсины представляют собой ферменты. вызывающие коагуляцию фибриногена, или фер- 
менты, разрушающие фибри или фибрипогси, а также активаторы факторов \ и Х свертыва- 
ния крови или нидукторы и ингибиторы агрегации тромбоцитов. Геморрагическими агептами 
являются цинксодержащие металлопротеиназы. которые разрушают белки мембраны энлоте- 
лиальных клегок капилляров. 

Симптоматика змеиных укусов у человека варьирует в очепь широких пределах в зави- 
симости от вила змей. но общими являются локальная боль. отек. жжение и пекроз ткави. 
Основными причинами смерти становятся кровоизлияния в мозг или интенсивные забрюшин- 
ные кровотечения. Часто гематотоксичные и иейрогоксичные яды змей вызывают почечную 
недостаточность. 

Наиболее эффективным средством лечения змеиных укусов является серотерапия. Одна- 
ко скорость связывания токсинов с Клетками-мишенями организма выше. чем нейгрализация 
этих токсинов антителами сыворотки. Поэтому введение сыворотки в отдаленные сроки может 


Рис. 11-39. Утконос 


оказаться малоэффективным. Проблема возникает при 
идентификации вида укусившей человека змен, так как 
чаше всего ни сам пострадавший. ии врач ие могут пра- 
вильно определить вид змен, Тактика лечения обяза- 
тельно должна учитывать особенности патофизиологи- 
ческих механизмов действия различных змешиых ядов. 
обусловленные свособразием их химического состава 
Вопросам токсинологни змей посвящена миогочис 
снная спениальная литература. в книге приволятся 
только обшие свеления 
Яловитость пе свойствениа представителям класса 
млекопитающих (Маттай) и встречается лишь в не- 
которых наиболее примитивных отрядах. Например 
ри поражении человека шпорой утконоса (рис. 11-39) 
отмечаются отеки. сопровожлающиеся серлечно-сосу- 


5 


лисгыми нарушениями. Токсин утконосов изучен не 


лостаточно. У людей смертельные случаи не зарегис 
трировапы. однако есть сведепия. что собаки инога 
гибнут во время охоты на утконосов 


1008 Глава 11 


ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Микробы — вот кто правиг миром. 
Т. Голд, 
известиый астрофизик 


Нельзя пе принимать во внимание возможнос использование в террористических пелях ряла 
патогенов из существующего в природе разнообразия микроорганизмов — вирусов. бактерий 
и грибов. вызывающих заболевания человека. растений и животных. К настоящему времени 
изучено пе болес долей процента сушествуюших вирусов. Природа создаст новые опаспости — 
так называемые эмерджентные вирусы. и этот потенциал ненсчерпаем. 

Задача создапия глобальной системы надзора за использованием биологического и токсии- 
ного оружия несопоставимо сложнее, чем надзора за использованием химических агентов, что 
заставляет мировое сообщество прилагать экстраорлинарные усилия в этом направлении. 

Одним из таких паправлепий является осуществаенис программы глобального мониторинга. 
исследования и обучения с целью контроля нал инфекинонными заболеваниями (СМЕТСН.). 
выполняемой под эгидой ВОЗ совместно с интернациональным центром гениой нижеперин 
и биогехиологии (1ССЕВ) и рядом пенравительствеиных организаций. В пастоящее время со- 
злается сеть региональных центров и лабораторий (с высоким уровнем биологической зашиты) 
для детектирования агентов, которые могут служить или уже послужили причиной биотерро- 
ристических актов, и для выработки ответных мер. 

Выявление рецепторных мишеней токсикантов. токсинов или биоактивных компонентов 
вирусов в белках хозяниа и. исходя из структуры этих рецепторов (во миогих случаях уже нз- 
вестных). поиск пугей оптимальной защиты организма являются важнейшими задачами совре- 
менной токсикологии — науки меж- и полилисинилипарной но свосй сути. 

Технологическая революция не только создает блага для человечества. но и значительно 
увеличивает потенциальные угрозы. например использование научных достижений террорис- 
тическими организациями лля противозаконной деятельности. 

Профессиональные эксперты в области развития науки прогнозируют, что в токсикологии 
в самое ближайшее время будут широко использованы достижения напотехиологии, геномики, 
информационных технологий и др. Диагностические микрочипы обеснечат быстрый и олно- 
временный анализ мпогих тысяч параметров. что крайне важно для определения токсикантов. 
экотоксикантов или токсинов в организме человека. живогных и окружающей среле в режиме 
оп-Нпе. 
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